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Bd. 279 (1943) 121 


Uber die Konstitution des Biotins aus Eigelb 
33. Mitteilung tiber pflanzliche Wachstumsstoffe ') 


Von 
F. Kégl, J. H. Verbeek, H. Erxleben und W. A. J. Borg 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
gz J 


[Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1943] *) 


In der vorigen Mitteilung iiber die Chemie des Biotins haben wir fiir 


diesen aus Higelb isolierten Biosfaktor die Konstitution im Sinne von 
Formel I auflésen kénnen: 


HN—CH—COOH H,N—CH—COOH 


/ \ 8 | L_S 











1 Om 2. 2 a 
CA, sic | ae 
ion. H,N—CH 
(als Dipikrolonat isoliert) 
Go: COOCH, 
i 
a8 o | 30 
Pb(Ac), KMn0O, eee 
—— > NH, + | _-80._ Goma” | CsA 
| Hi C.H,, Ci-———-~ 
H,N—CH — (nicht isoliert) 
(als Dinitrophenyl-hydrazon isoliert) 
HO—SO, 
KMnO, — 
ae CH 
HO—C 
| 
V O 


(als m-Toluidinsalz isoliert) 


Die Formelskizze I stiitzt sich auf den stufenweisen Abbau der C,- 
Thiodiaminosaure II; diese gab bei der Spaltung mit Bleitetraacetat neben 
1 Mol NH, den C,-Aminosulfoxydaldehyd III, der nach Oxydation mit 
Permanganatlésung beim Kochen mit Methanol-HCl-Lésung Ammoniak 
abspaltete und den Ester der ungesittigten Siure IV lieferte. Diese Ver- 
bindung wurde nicht isoliert, sondern unmittelbar mit Permanganatlésung 
oxydiert. Hierbei haben wir den Sauerstoffverbrauch — ebenso wie bei 
den vorhergehenden Stufen —- titrimetrisch verfolgt; es wurden annihernd 
4 Q-Atome aufgenommen. Nach unserem Abbauschema muBte das Reak- 


') 32. Mitt., H. 276, 63 (1942); vgl. ferner die 28. und 29. Mitt. H. 269, 61 
und 81 (1941). 


*) Die Arbeit ist am 27. Juni 1942 bei der ,,Nederlandsche Akademie van 
Wetenschappen“ als versiegeltes Manuskript eingereicht worden. 
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tionsgemisch eine Sulfonsiuregruppe enthalten und in der Tat gelang es, 
ein krystallisiertes m-Toluidinsalz zu isolieren, das nach Umkrystallisieren 
bei 157° schmolz und die Zusammensetzung C,H,,0;5:C,H,N aufwies. 
Das Konstitutionsproblem war hiermit auf die Identifizierung einer 
Sulfocapronsiure zuriickgefiihrt. Da diese als Bruchstiick des Thio- 
ringes entstanden ist und Ringsysteme mit vier, sieben bzw. acht Gliedern 
wenig wahrscheinlich waren, konnten Capronsiiuren mit der Sulfonséure- 
gruppe in a-, d- und ¢e-Stellung bei der Sichtung der strukturellen Méglich- 
keiten wenigstens vorliufig auBer Betracht bleiben. Aus der folgenden 
Formeliibersicht ergibt sich, da insgesamt 19 strukturisomere f- und 
y-Sulfocarbonséuren der Zusammensetzung C,H,,0,S médglich sind: 


Von Tetrahydro-thiophen abgeleitet 








HO-SO,-CH, HO-SO,-CH-CH,-CH,-CH, 
1 | 2 | 
HO-CO - CH-CH,-CH,-CH, HO-CO-CH, 
_CH, 
HO-S0,-CH, HO.S0,-CH- CH HO-SO,+CH-CH,- CH, 
CH, Eo | 
HO-CO.CH-CH HO-CO- CH, HO-CO. CH-CH, 
CH : 
3 8 4 dD 
HO-S0,-CH+CH, HO-S0,-0<Gn HO-SO,-CH- CH, 
8 : 
HO.CO-CH-CH,-CH, | HO-CO.CH-CH, HO-CO -C<GH® 
6 7 8 : 
HO-SO,-CH, HO-80,-C<CHs 
HO-CO <3 C<CH,.-CH, HO-COQ. CH, 
Von Tetrahydro-thiopyran abgeleitet 
HO-SO,-CH, HO-SO,-CH, HO-SO,-CH-CH,-CH, 
| | 
CH, CH. CH,-CH, CH, 
| | | 
HO-CO-CH-CH,-CH, HO-CO- CH, HO-CO- CH, 
tT 12 13 
HO-S0,-CH, HO-SO,-CH-CH, HO-S0,-CH-CH, 
| | 
CH-CH, CH, CH. CH, 
| 
HO.CO-CH-CH, HO-CO -CH-CH, HO-CO-CH, 
14 15 16 
HO-SO,-CH, HO-SO,-CH, HO-S0,-C< Gp! 
| | | . 
CH, O< cH: CH, 
? | 
HO-CO. C<oH HO-CO - CH, HO-CO-CH, 
17 18 19 
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Nur die Siuren 17, 18 und 19 enthaliten kein asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom; bei den Sauren 5, 6, 14, 15 und 16 treten je zwei Racemate auf, 
so daB bei den synthetischen Vergleichsstoffen mit insgesamt 24 Saéuren 
der Hexanreihe zu rechnen ist, von denen 21 in die optischen Antipoden 
zu spalten wiren. 

Unter der Voraussetzung, daf der S-Ring in der Tat fiinf- oder sechs- 
gliedrig ist, bleibt fiir Biotin selbst zwischen 19 strukturisomeren Formeln 
eine Entscheidung zu treffen; in stereochemischer Hinsicht ist jedoch durch 
das Hinzukommen weiterer Asymmetriezentren (an den Knotenpunkten 
und bei der Carboxylgruppe) mit einer viel gréBeren Zahl von Isomeren 
zu rechnen. B 

In der vorangehénden Mitteilung iiber Biotin wurde bereits erwihnt, 
daB das m-Toluidinsalz der f-Sulfoisohexansiure (4) bei 162° schmolz, 
also 5° héher als jenes der analytischen Saéure. Der Mischschmelzpunkt lag 
bei 155—159°, zeigte somit eine deutliche Depression. Weiterhin haben wir — 
ebenfalls nach der Methode von Th. Rosenthal?) — aus den entsprechen- 
den «, f-ungesattigten Sduren und Ammoniumsulfit die m-Toluidinsalze der 
f-Sulfo-n-hexansiure (2; Schmelzp. 145°), der «-Isopropyl-f-sulfopropion- 
siure (8; Schmelzp. 154°), der «-Methyl-f-athyl-f-sulfopropionsaiure (5; 
Schmelzp. 160—-161°) und der «a-Methyl-6-dimethyl-f-sulfopropionsaure 
(7; Schmelzp. 152°) dargestellt. In allen diesen Fallen waren also die 
Schmelzpunkte der m-Toluidinsalze verschieden von jenem des analytischen 
Produktes. Abgesehen davon, daf fiir eine exakte Identifizierung an Stelle 
der sehr bequem herzustellenden m-Toluidinsalze Anilide oder andere 
homéopolare Derivate herangezogen werden muBten, konnte ein Vergleich 
zwischen den synthetischen Racematen und dem optisch-aktiven analyti- 
schen Produkt leicht zu Fehlschliissen fiihren. Die Spaltung der zahlreichen 
Racemate wiire jedoch eine sehr zeitraubende Aufgabe gewesen; bei zahl- 
reichen Sulfosiiuren der Tabelle ist tiberdies auch in strukturchemischer 
Hinsicht eine eindeutige Synthese der Racemate keineswegs einfach. 

Alle diese Umstainde machten es aufSerordentlich wiinschenswert, die 
Zahl der méglichen Formeln auf analytischem Wege noch weiter einzu- 
schriinken. Bei der gegebenen Materiallage — wir hatten natiirlich nur 
Milligramme der analytischen Sulfocapronsiure zur Verfiigung — war ein 
weiterer Abbau ein recht schwieriges Problem, zumal iiber entsprechende 
Reaktionen aliphatischer Sulfonsiiuren fast keine Erfahrungen vorliegen. 
Wir fanden in der Literatur nur eine Angabe von Berthelot?), daB Athan- 
mono- bzw. -disulfonsiure bei der Alkalischmelze Athylen liefern. Da 
andere Méglichkeiten, wie z. B. ein Abbau mit Bleitetraacetat nach Um- 
setzung zu einer «-Oxysiéure, unter den genannten Verhiltnissen kaum zum 
Ziel fiihren konnten, haben wir die Alkalischmelze aliphatischer Sulfo- 
carbonsiuren in Modellversuchen studiert. Diese wurden in einem Mikro- 
autoklaven (0,7 com Inhalt) mit 50°/,iger waBriger Kalilauge ausgefiihrt. 
Nachdem wir bei f-Sulfopropionsiure zunaichst unter extremeren Bedin- 

2) A. 283, 34 (1886). — %) BI. [2] 13, 19 (1870). 


9* 
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gungen gearbeitet hatten, zeigte es sich, daB die Sulfogruppe schon nach 
Istiindigem Erhitzen auf 170° abgespalten war. Auch f-Sulfo-n-hexansiiure 
wurde unter den gleichen Bedingungen abgebaut; hier haben wir die in 
befriedigender Ausbeute entstehende ungesittigte Siure hydriert und die 
n-Capronsiure als p-Phenylphenacylester identifiziert. 

Nach diesen ermutigenden Befunden wurde die analytische Sulfo- 
capronsiure (etwa 15 mg) dem Alkaliabbau unterworfen. Im Gegensatz 
zu den oben genannten Sulfonsiuren war hier jedoch nach 1stiindigem 
Erhitzen auf 170° kein und nach ebenso langer Behandlung bei 200° kaum 
SO, nachzuweisen. Erst weiteres Istiindiges Erhitzen auf 225° hatte den 
gewiinschten Erfolg. Die Saéurefraktion wurde kurz auf 200° erhitzt — um 
aus einer eventuell gebildeten Oxysiure Wasser abzuspalten — und dann 
katalytisch hydriert. Hierauf haben wir das Reaktionsprodukt in der 
iiblichen Weise mit p-Phenyl-w-bromacetophenon umgesetzt. Das erhaltene 
Derivat schmolz nach 2maligem Umkrystallisieren scharf bei 72° und lieferte 
gut stimmende Analysenwerte fiir den p-Phenylphenacylester einer Capron- 
siure. Die zu Vergleichszwecken dargestellten Ester der n- und der i-Capron- 
siure, welche beide bei 69° schmolzen, gaben mit dem analytischen Derivat 
eine deutliche Depression. Es traf sich giinstig, daB die p-Phenylphenacyl- 
ester der 8 Capronsiuren in der Literatur*) bereits beschrieben sind. Der 
Schmelzpunkt unseres Esters lag am niichsten bei jenem der Verbindung 
(CH). CH—CH(CH,)-COOH. Da die analytische Siure bei der Alkali- 
schmelze sicherlich racemisiert wurde, konnte fiir den Vergleich der Ester 
ohne weiteres das synthetische Racemat herangezogen werden. Dieses 
schmolz bei 73° und der Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. Unsere 
Sulfocapronsaéure ist somit von der a,f/-Dimethylbuttersaure 
abgeleitet, so daB fiir ihre Konstitution nur noch die Formeln 8, 
7 und 14 in Betracht kommen. 

Ks war uns aufgefallen, da die analytische Sulfocapronsiure erst bei 
225° durch Alkali gespalten wird, wihrend /-Sulfopropionsaure und /-Sulfo- 
n-hexansiure diese hydrolytische Spaltung schon bei 170° geben. Von den 
drei noch zur Diskussion stehenden Formeln war bei Siure 7 durch den 
Kinflu8 der gem.-Dimethylgruppe, bei 14 durch die y-Stellung des Sulfon- 
siurerestes zu erwarten, daf die Spaltung erst bei hoherer Temperatur er- 
folgen wiirde. Wir haben uns zuniichst mit der Synthese der noch unbe- 
kannten Saure 14 beschiftigt. } 

Wahrend f-Sulfosiuren durch Addition von Ammoniumsulfit an 
a, -ungesittigte Sauren auf einfache Weise®) zu synthetisieren sind, war 
die Darstellung der «, /-Dimethyl-y-sulfo-n-buttersiure, von der iiberdies 
zwei diastereomere Formen méglich sind, erheblich schwieriger. Nach ver- 


4) F. Wrede u. A. Rothhaas, B. 67, 739 (1934). Die Autoren weisen 
auf die Besonderheit hin, dafs die Ester der n- und i-Capronsaiure miteinander 
keine Schmelzpunktsdepression geben. Durch die beobachteten Depressionen 
waren gerade diese beiden Sauren von Anfang an auszuschlieBen. 


5) Vgl. u. a. L. A. Bigelow, H. W. Sigmon u. D. H. Wilcox, Am. Soc. 
57, 2521 (1935). 
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schiedenen negativen Versuchen wurde schiieBlich folgender Weg gewiahlt, 
nach welchem die gewiinschte Siure durch Malonestersynthesen aufgebaut 
wird: 

C,H,—CH,—SNa + Br—CH,—CH=CH, —»> C,H,—CH,—S—CH,—CH=CH, 


Ee scoala C,H,—CH,—S—-CH,—CH- Br—CH, 


Malon- 


~2°%> ‘C,H,00C),—CH—CH(CH,)—CH,—_S—CH,—C,H, 


CBs! (¢,H,00C),—C(CH,)—CH(CH,)—CH,—S—CH,—C,H, 
_» HOOC—CH(CH,)—CH(CH,)—CH,—S—CH,—C,H, 
_N®_» HOOC—CH(CH,)—CH(CH,)—CH,SH 
Br, 


is “*_» HOOC—CH(CH,)—CH(CH,)—CH,—S0,H 


Die einzelnen Stufen verliefen planmafig; auch die Abspaltung des 
Benzylrestes nach der Methode von V.du Vigneaud®) und die nach 
P. A. Levene’) mit Hilfe von Brom ausgefiihrte Oxydation der Mercapto- 
siure zur Sulfonsiure hatten den gewiinschten Erfolg. Das Bariumsalz der 
Sulfocapronsiure gab ebenso wie die einzelnen Zwischenprodukte richtige 
Analysenwerte. Anfanglich®*) war jedoch das m-Toluidinsalz nicht zur 
Krystallisation zu bringen. Wir haben daher die freie Sulfonsiéure durch 
Behandlung mit Thionylchlorid in Benzollésung in das innere Anhydrid (V1) 
verwandelt. Dieses lie8 sich im Vakuum der Olpumpe destillieren und lieferte 
in benzolischer Lésung mit Anilin eine in Nadelchen krystallisierende Ver- 
bindung, welche bei 168° schmolz. Nach der Analyse lag das Anilinsalz 
eines Anilids vor; die EKigenschaften machen es wahrscheinlich, daB der 
Anilidrest entsprechend Formel VII gebunden ist. 


CH,—CH—CH,—SO, , CH, -CH—CH, —-S0,H-NH,—C,H, 
> 


CH,—¢H—co —O CH,—CH—CO—NH_—C,H, 
Vi Vil 

_ Aus verschiedenen Griinden ist anzunehmen, da8 die auf dem genannten 
Wege dargestellte «, 6-Dimethyl-y-sulfo-n-buttersiure sterisch nicht ein- 
heitlich ist. Obschon die Konstitution der synthetischen Siaure in struktur- 
chemischer Hinsicht kaum in Zweifel zu ziehen war, schien uns ein unab- 
hingiger Beweis dafiir doch wiinschenswert zu sein. Wir haben deshalb 
die y-Sulfocarbonsiure der Alkalischmelze unterworfen. Bemerkenswerter- 
weise war jedoch bei 225° noch keine Abspaltung der SO,H-Gruppe fest- 
zustellen; diese erfolgte erst bei viel héherer Temperatur (270 bzw. 295°), 
und iiberdies zeigte sich dann bei der Aufarbeitung der Versuche, da8 unter 
diesen Umstiinden an Stelle der erwarteten «,f-Dimethyl-n-buttersiure 
niedrigere Spaltstiicke gebildet worden sind. Zum Vergleich haben wir 








6) W. J. Patterson u. V. du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 111, 393 
(1935); B. Riegel u. V. du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 112, 149 (1935), sowie 
J. L. Wood u. V. du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 180, 110 (1939). 

7) P. A. Levene, T. Moriu. L. A. Mikeska, J. of Biol. Chem. 75, 344 (1927); 
vgl. auch J. of Biol. Chem. 70, 375 (1926). 
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auch die Alkalispaltung der «-Isopropyl-(-sulfopropionsiure (Saiure 3 der 
Tab.) untersucht und fanden zu unserer Uberraschung, daB diese im Gegen- 
satz zur B-Sulfo-n-hexansiure bei 170° noch nicht gespalten wird; der Abbau 
erfolgte erst bei 225°, gerade so wie bei der analytischen Saure! 

Durch die vorstehenden Befunde ist die y-Sulfosiiure praktisch aus- 
zuschlieBen, wihrend andererseits das Argument, welches gegen die «-Iso- 
propyl-f-sulfopropionsiure gesprochen hatte, hinfallig geworden war. Der 
Schmelzpunkt des m-Toluidinsalzes der letzteren Siiure (154°) lag iiberdies 
jenem des analytischen Produktes am nichsten. Wie schon eingangs er- 
wihnt wurde, war fiir den genauen Vergleich eine Spaltung in die Antipoden 
erforderlich, und es schien sehr gut mdglich, da deren m-Toluidinsalze 
ebenfalls einige Grade héher schmelzen wiirden. 

Die Darstellung der «-I[sopropyl-/-suifopropionsiure erfolgte nach 
folgendem Schema: : 


Ft COOH CH, COOH 
| oe | 
CH,—_CH—CH O=CH, + HN(CH,), 








| | 
: ————'» VE OH,—CH--C—CH,—N(CH), 
COOH boon 
OH. BO asides. OH, coon 
CH,—CH—C=CH, CH,—CH—CH—CH,—S—CO—CH, 
Ix Xx 
om CH, COOH : CH, COOH 
ROH 5, + ite. 4 
CH, —CH—CH—CH,—SH CH,—CH—CH—CH,—S0,H 


XI XII 


Die als Ausgangsmaterial dienende «-Isopropylacrylsiure IX wurde 
nach dem Verfahren von C. Mannich’) und E. Ganz iiber das Zwischen- 
produkt VIII gewonnen. Fiir die Kinfiihrung der schwefelhaltigen Gruppe 
kam uns das schéne Verfahren von B. Holmberg’) und E. Schjanberg 
sehr zustatten. Das durch Vakuumdestillation gereinigte Acetylmercapto- 
produkt X wurde ebenso wie die durch Hydrolyse mit Natronlauge ent- 
stehende «-Isopropyl-f-mercaptopropionsiure XI krystallisiert!) erhalten. 
Die Oxydation zur Sulfonsiiure erfolgte nach dem schon erwihnten Ver- 
fahren von P. A. Levene’). 

Zur Spaltung in die Antipoden wurden zuniichst Vorversuche mit der 
freien Mercaptosiure XI ausgefiihrt; wihrend P. A. Levene’) und Mit- 
arbeiter Mercaptosiuren mit gutem Erfolg spalten konnten, traten in 
unserem Fall beim wiederholten Umkrystallisieren des Brucinsalzes —- wohl 





8) B. 55, 3488 (1922). 
*) B. Holmberg u. E. Schjanberg, Arkiv fér Kemi, Mineral. 0. Geol. A 14, 
Nr. 7, 1 (1940) und E. Schjanberg, B. 74, 1751 (1941) 


10) Kin auf andere Weise dargestelltes Priparat der «-Isopropyl-$-mercapto- 
propionsiure, welches uns vom Werk Elberfeld der I. G. aC Rel tbang AG. 
freundlicherweise tiberlassen worden ist, konnte durch Impfen ebenfalls sofort zur 
Krystallisation gebracht werden. 
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durch Oxydation zum Disulfid — unerwiinschte Komplikationen auf. Wir 
griffen deshalb auf die Acetylmercaptoverbindung X zuriick. Diese lieferte 
ein fiir unseren Zweck brauchbares Cinchonidinsalz, das schlieBlich mit der 


maximalen Drehung [«], —— 80,5° erhalten werden konnte. Durch Zer- 
legung mit Natronlauge wurde unmittelbar die Mercaptosiure selbst 
gewonnen; sie zeigte eine spezifische Drehung [«],, =—4,17°. Die in der 


bewihrten Weise ausgefiihrte Oxydation fiihrte zum Bariumsalz der Sulfon- 
siiure; die Drehung der letzteren ist so gering!!), daB sie innerhalb der 
Fehlergrenze liegt. Da die fiir die Oxydation angewandte Methode bei 
optisch-aktiven Mercaptoverbindungen erprobt ist, handelte es sich sicher 
nicht um das Racemat. Dies geht auch daraus hervor, da8 das m-Toluidin- 
salz bei 156° schmilzt, also 2° héher als jenes der d,l-Verbindung. Der 
Schmelzpunkt des m-Toluidinsalzes der Sulfocapronsiéure aus Biotin war 
durch das lingere Aufbewahren des Priparates auf 155° gesunken. Der 
Mischschmelzpunkt beider Salze lag bei 156°, zeigte also keine Depression. 

Fiir die endgiiltige Identifizierung der analytischen Siéiure mit der 
optisch-aktiven «-Isopropyl-6-sulfopropionsaure war netiirlich der Vergleich 
der m-Toluidinsalze nicht ausreichend, vielmehr muBte hierzu ein scharf 
schmelzendes, homéopolar gebautes Derivat der Sulfocarbonsiure gefunden 
werden, dessen Darstellung auch mikropriiparativ méglich war. Dieses Ziel 


wurde durch die folgenden Umsetzungen erreicht, die wir beim Racemat 
der synthetischen Saure ausarbeiteten: 


soci, CH, CH,-SO, Anilin CH, CH, -S0,H-NH,-C,H, 
>. t | eee ( S > d | 
CH,—CH—CH—CO CH,-CH—CH—CO—NH—C,H, 
XT XIV 
CH.N. CH, CH,—S0O, : OCH, 
——___—_—__ >> XV 


cH, —CH—CH_—CO—NH—C,H, 

Das aus dem cyclischen Anhydrid XIII entstehende Anilinsalz des 
Anilids, welches unter dem Mikroskop bei 223° schmilzt und nach seinen 
Kigenschaften Formel XIV entspricht, wurde zuniachst fiir die Methylierung 
iiber das Bariumsalz in die freie Sulfonsiure umgewandelt. Wir fanden 
dann aber, da auch das Anilinsalz selbst mit Diazomethan in methyl- 
alkoholischer Lésung glatt den Methylester liefert. Dieser liBt sich sehr 
gut umkrystallisieren und schmilzt scharf bei 134°. Daraufhin wurde die 
synthetisch erhaltene, optisch-aktive «-Isopropyl-f-sulfopropionsiure der 
gleichen Reaktionsfolge unterworfen. Das Anilinsalz dieses Anilids schmolz 
10—12° hoher, der Schmelzpunkt des Methylesters lag bei 135°. 

Zur Darstellung des analogen Derivats aus Biotin wurden 65 mg der 
C,-Thiodiaminosiure zur Sulfocapronsiure abgebaut, die wir wiederum als 
m-Toluidinsalz isolierten. Die weiteren Umsetzungen verliefen ohne 
besondere Schwierigkeiten; das Anilinsalz des Anilids schmolz bei 223°, der 





11) Auch in der Literatur werden fiir optisch-aktive Sulfocarbonsauren z. T, 


sehr geringe Drehungen angegeben; so fanden P. A. Levene’) u. Mitarbeiter fir 
«-Sulfo-n-valeriansaure [«]p =— 0,96°. 
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Methylester des Anilids nach 3maligem Umkrystallisieren konstant bei 135°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem optisch-aktiven, synthetischen 
Anilidester XV zeigte nicht die geringste Depression. Das Pra- - 
parat aus Biotin wurde auch noch durch eine CH-Analyse charakterisiert; 
hierzu kommt der typische Sprung der Schmelzpunkte bei den Zwischen- 
produkten und die oben schon erwahnte Identifizierung der m-Toluidinsalze. 
Nach all dem steht die Konstitution unserer Abbausiure auBer Zweifel. 
Eine Liicke ergibt sich nur insofern, als wir keine Aussage dariiber machen 
kénnen, welcher der Antipoden der «-Isopropyl]-f-sulfopropionsiure vor- 
liegt. Wegen der Materialknappheit hatten wir darauf verzichtet, die 
spezifische Drehung der Abbausiiure zu bestimmen; nachtriglich wissen 
wir, daB dieser Versuch gescheitert wire, da auch der synthetische Antipode 
keine meBbare Drehung zeigt. In Anbetracht des geringfiigigen Schmelz- 
punktsunterschiedes zwischen dem racemischen und dem optisch-aktiven 
Methylester wire auch mit Hilfe eines Schmelzpunktsdiagrammes keine Ent- 
scheidung zu treffen. Dies wird vielleicht bei den m-Toluidinsalzen méglich 
sein; leider haben wir den anderen Antipoden der synthetischen Siure 
bisher noch nicht optisch rein erhalten. 

Die neuen Ergebnisse fiihren in Kombination mit den in der Einleitung 
zusammengefaften Befunden unserer friiheren Arbeiten zur folgenden, sehr 
wahrscheinlichen Formel fiir das aus Eigelb isolierte Biotin: 


NH—CH—COOH 


on 

XVI me CH~ CH, CH, 
| | | | 
NH—CH—— CH—-CH—CH, 


Wie von Anfang an zu vermuten war, besitzt Biotin eine Konstitution, 
fiir die kein Vorbild bekannt ist. Die Verkniipfung des hydrierten Pyrimidin- 
und Tetrahydrothiophenrings erinnert an jene der Purine; man sieht ferner 
einen Isoprenbaustein und kann sich hinsichtlich der Biosynthese auch 
Beziehungen zu Cystein oder damit verwandten Aminosiuren vorstellen. 
Was die einzelnen Ringe betrifft, so ist beziiglich des Pyrimidinrings auf 
Orotsiure1*) [Uracil-4- (bzw. 6-) carbonsiure] hinzuweisen, die aus den 
bei der technischen Darstellung von Milchzucker anfallenden Mutterlaugen 
isoliert worden ist!*). Ein Derivat des Trimethylenharnstoffes scheint 
bisher in der Natur nicht angetroffen zu sein. Letzteres gilt natiirlich auch 
fiir das Ringsystem des Tetrahydrothiophens; hier sind iiberdies keine 
Abkémmlinge des ungesittigten Stammkérpers in Lebewesen gefunden 





12) G. Biscaro u. E. Belloni, Estratto Annuario Soc. Chimica di Milano I, 
1 (1905), 2 (1905); C. 1905, II, 63, 64. Vgl. ferner H. L. Wheeler, T. B. John- 
son u. C.O. Johns, Am. Soc. 37, 392 (1907); H.L. Wheeler, Am. Soc. 88, 
358 (1907); J. B. Johnson u. W.'T. Caldwell, Am. Soc. 51, 873 (1929), sowie 
M. Bachstez, B. 68, 1000 (1930). 

18) Die italienischen Autoren isolierten 60 g Orotsiure aus 200 hl Molken. 
M. Bachstez (a. a. O.) diskutiert die Méglichkeit, daB die Orotsiure der Milch im 
heranwachsenden Organismus beim Aufbau von Nucleinen eine Rolle spielt. 
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worden. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang das Auftreten von 
Thiophen-Homologen in den Ichthyolélen, welche aus bituminésen, zahl- 
reiche versteinerte Fische enthaltenden Schiefern durch trockene Destil- 
lation gewonnen werden. H. Scheibler") und Mitarbeiter haben z. B. 
aus einem Tiroler Schieferteer6] n-Propyl-3-thiophen und i-Propyl-2-thiophen 
isoliert. Ks ist nicht bekannt, ob diese Verbindungen erst bei der Schwelung 
entstehen oder ob im urspriinglichen Bitumen bereits schwefelhaltige Ring- 
systeme vorgebildet sind. Bekanntlich werden Ichthyolpriparate seit 
langem in der Dermatologie verwendet; nachdem es feststeht, da8 Biotin 
als Vitamin H fungiert, also unter anderem fiir die normale Beschaffenheit 
und Funktion der Haut erforderlich ist, liegt die Frage nahe, ob die thera- 
peutische Wirkung der Ichthyoléle in chemischer Hinsicht irgendwie mit 
dem Tetrahydrothiophenring des Biotins zusammenhingt. 


Fir den Fortgang unserer Untersuchung war natiirlich die Beschaf- 
fung ausreichender Mengen des Wirkstoffes der entscheidende Faktor. Es 
wird interessieren, daB wir fiir die Konstitutionsaufklirung des Biotins 
insgesamt 390mg _ krystallisierten Biotinmethylester verarbeitet haben, 
fiir dessen Darstellung etwa 2800 kg chinesisches Trockeneigelb dienten. 


Uber die synthetischen Arbeiten auf dem Biotingebiet werden wir spiter 
berichten. 


Zum Schlusse miissen wir noch zu neueren amerikanischen Arbeiten 
Stellung nehmen, die Ende 1941 und Anfang 1942 noch zu unserer Kennt- 
nis gekommen sind. Nachdem V.du Vigneaud}5), D. B. Melville, 
P. Gyérgy und C.8. Rose berichtet hatten, daB ein von uns zur Ver- 
fiigung gestelltes Priparat von Biotinmethylester die Erscheinungen des 
Vitamin-H-Mangels bei der Ratte vdllig heilte, erschien eine weitere Mit- 
teilung!) desselben Arbeitskreises, wonach die Wirksamkeit eines aus 
Leberkonzentraten erhaltenen Krystallisats etwas gré8er war; auch der 
Schmelzpunkt des Esters wurde héher gefunden. Ks lieB sich vorlaufig nicht 
entscheiden, ob diesen Differenzen reelle Bedeutung zukam, und wir haben 
die Méglichkeit offen gelassen, da8 die aus Eigelb und aus Leber gewonnenen 


Krystallisate wohl miteinander verwandte, aber nicht identische Stoffe 
darstellen!®). 


In der ausfiihrlichen Veréffentlichung tiber die Darstellung des Kry- 
stallisats aus Leberkonzentraten lieben die amerikanischen Autoren!’) die 
Frage der Identitaét beider Priaiparate ebenfalls offen; in Anbetracht der 
Ahnlichkeit der Krystallform und der Léslichkeit, sowie der Ubereinstim- 
mung der Bruttoformel hielten sie die bestehenden Differenzen nicht fiir 
entscheidend und bezeichneten ihr Krystallisat ebenfalls als Biotinmethyl- 
ester. Die in der Folgezeit erschienenen Arbeiten beschiftigten sich mit der 





14) H.Scheibler u. F. Rettig, B. 59, 1198 (1926); daselbst auch Altere 
Literatur. 
15) Science 92, 62, 609 (1940). — 4°) H. 269, 65, FuBnote 7 (1941). 


17) V.du Vigneaud, K. Hofmann, D. B. Melville u. P. Gyérgy, J. of 
Biol. Chem. 140, 643 (1941). 
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Darstellung des freien Biotins!8), mit dem Abbau durch Saure und Alkali’’) 
und der Charakterisierung der funktionellen Gruppen?°). Die Ergebnisse 
decken sich im Prinzip véllig mit unseren eigenen Befunden; es fiel uns 
jedoch auf, da8 bei den physikalischen Daten, wie z. B. der spezifischen 
Drehung des Methylesters, wiederum Unterschiede auftraten. 

SchlieBlich erhielten wir noch Kenntnis von einer kurzen Mitteilung?’) 
iiber die Isolierung von Adipinsiure ,,from the degradation products ob- 
tained by treatment of the diaminocarboxylic acid with nitric acid or alka- 
line permanganate‘‘. Dieser Befund hat uns davon iiberzeugt, da das 
Krystallisat aus Leber mit unserem aus Higelb isolierten Biotin nicht 
identisch sein kann. Es ist sehr bemerkenswert, da der in der vorliegenden 
Mitteilung beschriebene stufenweise Abbau zu «, /-Dimethyl-n-buttersiure 
gefiihrt hat, also ebenfalls einer Siure mit 6 C-Atomen. Hs erscheint jedoch 
vollig ausgeschlossen, aus Formel XVI bzw. der entsprechenden C,-Thio- 
diaminosiure beim oxydativen Abbau Adipinsiure abzuleiten; ein analoger 
oxydativer Abbau beim Biotin aus Eigelb hatte durch die Angriffsstellen 
an den Verzweigungen des Kohlenstoffgeriistes sicher zu keinem Erfolg 
gefiihrt. 

Natiirlich haben wir uns die Frage vorgelegt, ob die Abbauergebnisse 
der beiden nunmehr als strukturisomer erkannten Biotine nicht durch 
irgendeinen anderen Formeltypus einleuchtend zu deuten sind. Wahrend 
die Befunde der amerikanischen Autoren noch zahlreiche Moéglichkeiten 
offen lassen, kann der von uns ausgefiihrte stufenweise Abbau, soweit wir 
sehen, bei keiner anderen Struktur ebenso zwanglos erklirt werden. 

Da es sehr wiinschenswert ist, daB die beiden Biotinpriparate unmittel- 
bar miteinander verglichen werden, hat EK. J. ten Ham in unserem Labo- 
ratorium die Isolierung des Biotins aus Leber in Angriff genommen. 

Beziiglich der Nomenklatur diirfte es sich empfehlen, den zuerst iso- 
lierten Wirkstoff aus Eigelb als «-Biotin und den spiiter aus Leber gewon- 
nenen /-Biotin zu nennen. Fiir das Formel XVI zugrunde liegende Ring- 
system, welches durch Orthokondensation von Hexahydropyrimidin und 
Tetrahydrothiophen gebildet ist, schlagen wir die Bezeichnung Biotidin 
vor, die eine rationelle Nomenklatur der kiinftig zu beschreibenden synthe- 
tischen Produkte erméglicht. Nach der bei den Purinen iiblichen Bezifferung 
ist «-Biotin als 2-Oxo-9-isopropylbiotidin-6-carbonsiure zu bezeichnen. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch das Werk Elberfeld der I. G. Farben- 
industrie A.-G. in mehrfacher Hinsicht sehr gef6rdert; wir méchten hierfiir ins- 
besondere Herrn Prof. Dr. Hérlein, sowie Herrn Dr. Andersag unseren ver- 
bindlichsten Dank aussprechen. 





18) V.du Vigneaud, K.Hofmann, D.B.Melville u. J. R. Rachele, 
J. of Biol. Chem. 140, 763 (1941). 

19) G. B. Brown u. V.du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 141, 85 (1941). 

20) K. Hofmann, D. B. Melville u. V.du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 
141, 207 (1941). 
21) K. Hofmann, D. B. Melville u. V.du Vigneaud, Am. Soc. 68, 3237 
(1941). 
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Experimenteller Teil 


A. Abbau der Sulfocapronsdure aus Biotin 
Darstellung der B-Sulfo-n-hexansaure 


Die «,f-n-Hexensiure®*) wurde aus a-Bromcapronsdureathylester durch 
Erhitzen mit Chinolin auf 185° und darauffolgende Verseifung des ungesattigten 
Esters erhalten. In der friiher?*) beschriebenen Weise entstand daraus durch - 
Addition von Ammoniumbisulfit das Ammonsalz der p-Sulfo-n-hexancarbonsaure. 

Das m-Toluidinsalz zeigte einen Schmelzpunkt?*) von 145° (Mikr.). 


Alkaliabbau der f-Sulfo-n-hexansaure 


20 mg f-Sulfo-n-hex nséure wurden mit 0,5ccm 50°/,iger waBriger KOH- 
Lésung im Mikroautoklaven von 0,7 ccm Inhalt 1 Stunde auf 170° erhitzt. Nach 
Abkiihlen wurde die Reaktionslésung mit HCl angesauert, wobei starke SO,-Ent- 
wicklung auftrat. Die saure Lésung wurde ausgeathert, der Atherriickstand betrug 
10,2 mg. Er erwies sich als neutral gegen Kongopapier, sauer gegen Lackmus, 
ungesattigt gegen verdiinnte Permanganatlésung. Eine Wiederholung des Ver- 
suches lieferte 10,4 mg eines Reaktionsproduktes mit denselben Eigenschaften. 
Beide Mengen wurden vereinigt und in 2 ccm Methanol mit Platinoxyd als Kata- 
lysator hydriert. Nach Abfiltrieren des Platins und Entfernung des Lésungsmittels 
im Vakuum entfarbte der Riickstand Permanganatlésung nicht mehr. Er wurde 
nunmehr im Olbad 10 Minuten auf 200° erhitzt, wonach mit einer Probe wiederum 
Entfarbung der Permanganatlésung festzustellen war. Die Hydrierung wurde 
deshalb in derselben Weise wiederholt. Zur Identifizierung des Reaktionsproduktes 
diente der p-Phenylphenacylester, der in bekannter Weise?*) in 90°/,igem Athanol 
dargestellt wurde. Der Schmelzpunkt des erhaltenen Produktes lag bei 68° (Mikr.). 


In der Literatur?®) wird der Schmelzpunkt des n-Capronsaureesters mit 69—70° 
angegeben. 


Alkaliabbau der Sulfocapronsaure aus Biotin 


Das Rohprodukt eines Oxydationsversuches, das etwa 15 mg Sulfocapron- 
siure entsprach, wurde mit 0,5 ccm 50°/,iger KOH-Lésung 1 Stunde im Mikro- 
autoklaven auf 170° erhitzt. Nach Abkiihlen und Ansaéuern mit HCl war kein 
Geruch nach SO, festzustellen. Deshalb wurde die Reaktionslésung in Vakuum 
zur Trockne gedampft und mit 0,5 ccm 50°/,iger KOH-Lésung nunmehr | Stunde 
auf 200° erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion machte sich beim Ansauern einer 
Probe nur ein schwacher Geruch nach SO, bemerkbar. Die Hauptmenge wurde 
deshalb eine weitere Stunde auf 225° erhitzt. Nunmehr lieB sich nach Abkihlen 
und Anséuern starke SO,-Entwicklung feststellen. Der Riickstand wurde aus- 
geathert und mit verdiinnter Bicarbonatlésung in saure und neutrale Anteile zer- 
legt. In der Neutralfraktion waren 0,8 mg Substanz verblieben, wahrend sich die 
Hauptmenge (9,9 mg) in der Saurefraktion befand. 

Der Hauptriickstand wurde 10 Minuten lang im Olbad auf 200° erhitzt, 
danach in 2ccm Methanol mit Hilfe von Platinoxyd katalytisch hydriert. Nach 
Beendigung der Wasserstoffaufnahme, die 2,6ccm betrug, wurde die Lésung 
filtriert und im Vakuum zur Trockne gedampft. Der Riickstand erwies sich als 
sauer gegen Lackmus und — auch nach nochmaligem Erhitzen auf 200° — als 
gesattigt gegen verdiinnte Permanganatlésung. 





22) F. Fichter u. A. Pfister, B. 37, 1998 (1904); H. Rupe, M. Ronus 
u. W. Lok, B. 35, 4268 (1902). 

23) F. Kégl, H. Erxleben u. J. H. Verbeek, H. 276, 63 (1942). 

24) Die unter dem Mikroskop bestimmten Schmelzpunkte entsprechen korri- 
gierten Werten; die itibrigen sind unkorrigiert. 

25) N. L. Drake u. 1. Bronitsky, Am. Soc. 52, 3715 (1930). 

26) Vol. F. Wrede u. A. Rothhaas, B. 67, 739 (1934). 
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Zur Veresterung wurde der Riickstand (10 mg) mit Na,CO, neutralisiert, 
mit 2ccm 90°/,igem Athanol und 24 mg p-Phenyl-w-bromacetophenon versetzt 
und 1 Stunde zum Sieden erhitzt. Nach Einengen der Lésung und Abkihlen 
krystallisierten 22,4 mg eines Stoffes aus, der bei 65—69° schmolz. Nach 2maligem 
Umkrystallisieren aus 70°/,igem Athanol wurden 12,8 mg eines scharf bei 72° 
(Mikr.) schmelzenden Produktes erhalten. 


4,194 mg Subst.27) (bei 30° und 0,1 mm getr.): 11,94 mg CO,, 2,65 mg H,0. 
CopHe20, (M = 310) Ber. C 77,42 H 7,09 Jef. C 77,665 H 7,07. 


Identifizierung der Capronsaure aus Biotin 


Der aus n-Capronsaure dargestellte p-Phenylphenacylester**) zeigte nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren den konstanten Schmelzpunkt von 69° (Mikr.). 
Der Mischschmeizpunkt mit dem analytischen Produkt lag bei 61—67°. 

Der p-Phenylphenacylester?®) der iso-Capronséure schmolz nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus 70°/,igem Athanol bei 69° konstant; Mischschmelz- 
punkt mit dem analytischen Ester:-62—68° (Mikr.}.—- 

SchlieBlich wurde der Phenylphenacylester**) der «,f/-Dimethyl-n-butter- 
saure dargestellt. 


4,260 mg Subst. (bei 30° u. 0,1 mm getr.): 12,06 mg CO,, 2,67 mg H,0O. 
Ber. C 77,42 H 7,09 Ge. C T7120 HH 70. 


Der Schmelzpunkt der racemischen Verbindung betrug 73° (Mikr.). Misch- 
schmelzp. mit dem analytischen Produkt: keine Depression. 


B. Synthese der «, /-Dimethyl-y-sulfo-n-buttersaure 


1. Benzylallylthioather. 


19,4 g Na wurden in einem siedenden Gemisch von 104,5 g Benzylmercaptan 
(Siedep.,, 81—83°) und 1 Liter Benzol unter Zufiigen von 130 ccm absolutem 
Athanol- gelést. Die anschlieBende Umsetzung mit 102g Allylbromid (Siede- 
-punkt,,, 69—71°) war nach 15 Minuten Sieden beendet. Das entstandene NaBr 


' “wurde abfiltriert, die Benzollésung einige Male mit Wasser gewaschen und iiber 


Na,SO, getrocknet. Der Riickstand zeigte bei 13mm einen Siedepunkt von 
110—115°. Ausbeute 70°/o. 


2,995 mg Subst.: 8,07 mg CO,, 2,01 mg H,O — 4,750 mg Subst.: 6,59 mg 
BaSO, . 


CioH,28 (M = 164) Ber. C 73,17 H 7,32 S 19,51 
ce ee ee ee 


2. 1-Benzylthio-2-brompropan. 


Unter der Annahme, daB die Addition von HBr an Benzylallylthiodther nach 
der Regel von Markownikoff?*§) erfolgt, wurde die Reaktion abweichend von der 
unter anderem durch Tréger?*) angewandten Methode in folgender Weise aus- 
gefiihrt. 

60 g des Thiodthers wurden in einer Schliffapparatur mit RiickfluBkihler 
im Olbad von 95—100° langsam erwarmt (héhere Temperatur hat Zersetzung des 
Reaktionsproduktes zur Folge). Gleichzeitig wurde trockenes HBr eingeleitet, das 


*7) Die Mikroanalysen wurden von Herrn P. J. Hubers, Amsterdam, aus- 
gefiihrt. Wenn nichts anderes erwahnt ist, wurden die Substanzen bei Zimmer- 
temperatur und 0,1 mm iiber P.O, getrocknet. 

28) W. Markownikoff, A. 153, 256 (1870); A. Butlerow u. M. Osjokin, 
A. 145, 274 (1868). 

*9) J. Tréger u. W. Hille, J. pr. (2) 68, 311 (1903), J. Tréger u. A. Hinze, 
J. pr. (2) 55, 209 (1897). 


Sa 


eee | 
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unmittelbar fast vollstandig aufgenommen wurde. Nach ungefahr 2 Stunden war 
die Reaktion beendigt. Das iiberschiissige HBr wurde im Vakuum der Wasser- 
strahlpumpe entfernt; eine Gewichtskontrolle zeigte nunmehr, daB die berechnete 
Menge HBr bis auf etwa 4°/, aufgenommen war. Das Reaktionsprodukt wurde im 
Hochvakuum destilliert®°), wobei 66,5 ¢ eines praktisch farblosen Ols erhalten 


wurden. Siedep.o,9, 98,5—99°. Ausbeute 67°/). Bei der Wiederholung des Ver- 
suches betrug die Ausbeute 73°/,. 


7,775 mg Subst.: 14,05 mg CO,, 3,70 mg H,O. — 6,273 mg Subst.: 4,76 mg 
AgBr. — 5,543 mg Subst.: 5,15 mg BaSO,. 
C,9H,;BrS (M = 245) Ber. C 48,98 H 5,31 Br 32,65 S 13,06 
Gef. ,, 49,28 1 Oyen 59 Oayo0 ys Ease 


3. y-Benzylthio-f-methyl-«-carbiathoxy-n-buttersiuredithylester. 


_ 0,1 Mol Na (unter Petroleum geschnitten und gewogen, danach mit absolutem 
Ather_gewaschen) wurde in 50 ccm absolutem Athanol gelést. Zur abgekiihlten 
Lésung wurden 32g [0,2 Mol**)] frisch destillierter Malonsaéurediathylester und 
danach in der Kalte 24,5 g (0,1 Mol) 1-Benzylthio-2-brompropan zugefiigt. Zu- 
nachst erfolgte keine Reaktion, allmahlich triibte sich die Lésung durch Ab- 
scheidung von NaBr, und die Temperatur stieg etwas an. Die Reaktionslésunz 
blieb tiber Nacht stehen und reagierte am nachsten Morgen noch basisch. Nach 
1 stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad war die Reaktion neutral gegen Lackmus. 
Nachdem das iiberschiissige Athanol im Vakuum entfernt war, wurde so viel Wasser 
zugefiigt, daB sich das NaBr léste. Diese Lésung wurde 4mal mit Chloroform 
ausgeschiittelt, die vereinigten Chloroformextrakte, die neutral reagierten, iiber 
Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. AnschlieBend wurde der Riick- 


stand bei 0,007 mm destilliert und lieferte 26,5 g Ol mit einem Siedepunkt von 
147°. Ausbeute 82°/5. 


4,078 mg Subst.: 9,41 mg CO,, 2,65 mg H,O. — 5,189 mg Subst.: 3,78 mg 
BaSQ,. 

*" ©,,H,,0,5 (M = 324) Ber. C 62,96 H7,41 S 9,88 

Gel. ,, Ge 5 tet te ee. 

4. y-Benzylthio-f-methyl-a-methyl-a-carbathoxy-n-buttersaure- 
athylester. 
Dieses Produkt lieB sich auf 2 Wegen darstellen: 
a) aus dem unter 3. beschriebenen Produkt und CH,J, 
b) aus dem unter 2. beschriebenen Produkt mit Methylmalonsaurediathyl- 
ester. 3 

a) 1,88 g Na wurden in 50 ccm absolutem Athanol gelést und nach dem 
Abkiihlen mit der molekularen Menge (26,5 g) y-Benzylthio-f-methyl-«-carbath- 
oxy-n-buttersiureithylester in 10 com absoluten Athanol versetzt. Zu der kalten, 
klaren Lésung wurde dann die berechnete Menge Methyljodid (11,6 g) mit 10 ccm 
absolutem Athanol gegeben. Am niachsten Morgen reagierte die Lésung noch 
schwach basisch, nach Istiindigem Erwarmen jedoch neutral. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter 3. Bei 140° (Badtemperatur héchstens 170°!) und 0,007 mm 
destillierte ein farbloses O1; Ausbeute 16,9 g = 60°/,; bei einem weiteren Versuch 
betrug sie 74°/) eines Produktes vom Siedep.o,o9, 136°. -*- ae 
5,019 mg Subst.: 11,80 mg CO,, 3,46 mg H,O. — 6,528 mg Subst.: 4,67 mg 
BaSOQ, . 

*" ©,,H,0,8 (M = 338) Ber. C 63,91 H 7,69 S 9,47 
i aad Gef. ,, 64,12 ca Sak coy 





30) Man erhalt nur dann einen konstanten Druck von 0,05 mm, wenn man 
die Badtemperatur wahrend der Destillation méglichst niedrig halt, so daB die 
Bildung niedrig siedender Zersetzungsprodukte weitgehend unterbunden wird. 

31) C. A. Bischoff, B. 29, 966 (1896). 
>t 
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b) Der Methylmalons4urediathylester wurde aus «-Brompropionsaureithy]- 
ester mit KCN bereitet. Da nach der Verseifung erhaltene Produkt zeigte einen 
Siedepunkt von 84—85° bei 12 mm. 

_ .. 1,7 g Na wurden in 40 ccm absolutem Athanol gelést und nach dem Erkalten 

mit 12,9 g frisch dest. Methylmalonsaureester und darauf mit 18,2 g 1-Benzylthio- 
2-brompropan versetzt. Die Lésung triibte sich und die Temperatur stieg etwas 
an. Nach 2tiagigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur war die Reaktion noch 
alkalisch, nach kurzem Erwarmen auf “em Wasserbad jedoch neutral gegen Lack- 
mus. Nach der iiblichen Aufarbeitun_, wurde ein Produkt erhalten, das mit dem 
unter 4a) beschriebenen identisch war. Ausbeute 12,6 g = 50°/, d. Th. 


5. Verseifung zur y- Benzylthio-«, B- dimethyl - «-carboxy- 
n-buttersaure. 

14,8 g des unter 4. beschriebenen Esters wurden in einer Lésung von 10 g 
KOH in 10ccm H,O und 10 ccm Athanol 12 Stunden lang im Olbad von 100° 
verseift. Nach dem Erkalten wurde mit Wasser verdiinnt und mit Ather ausge- 
schittelt. (Atherriickstand 353 mg, d. h. etwa 2,5°/, nicht verseift.) Nach An- 
siuern mit HCl wurde 4mal ausgeithert, die Atherlésung iiber Na,SO, getrocknet 
und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand krystallisierte fast véllig; ein Teil 
des Produktes lieferte nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Wasser farblose 
Krystalle vom Schmelzp. 120°. 


6. Decarboxylicruag zur y-Benzylthio-«,f-dimethyl-n-butter- 
saure. 

12,5 g der rohen Carboxysaure (vgl. 5) wurde bis zur Beendigung der CO,- 
Entwicklung im Olbad von 160° unter Riuckflu8 erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde das hellbraune Ol in Ather aufgenommen und mit Wasser gewaschen. Nach 
Trocknen mit Na,SO, und Abdampfen des Athers blieb ein Riickstand (10,25 g, 
d. h. 98°/, d. Th.), der ohne weitere Reinigung zur Analyse gelangte. 


6,154 mg Subst.: 14,70 mg CO,, 4,06 mg H,O. — 4,510 mg Subst.: 4,40 mg 
BaSOQ,. 
Ci3H,,0.8 (M = 238) Ber. C 65,55 H 7,56 S 13,45 
a oe On Te 6» 


7. y-Mercapto-a,f-dimethyl-n-buttersaure. 


Die reduktive Spaltung wurde nach der Methode von V. du Vigneaud®) in 
fiussigem NH, mit Na aus.efiihrt. 

Unter mechanischem Riihren wurden 3,9 g der y-Benzylthio-«, /-dimethyl- 
n-buttersaure in etwa 100 ccm fliissigem NH, mit Na reduziert. Nachdem allmah- 
lich 1,125 g Na zugefiigt war, blieb das Ammoniak blau gefairbt. Nunmehr wurden 
2,612 g NH,Cl (berechnet auf die angewandte Menge Na) zugegeben und die Lésung 
bei Zimmertemperatur unter AusschluB von Luft eingedampft. Der Riickstand 
wurd. in Wasser aufgenommen, einmal ausgedthert (der Atherriickstand wog 
113 mg und roc’ aach Dibenzy!), danach angesduert und erschépfend mit Chloro- 
form ausgeschii‘telt, bis eine Probe der waBrigen Lésung mit Nitroprussidnatrium 
keine Farbung mehr ergab. Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels hinter- 
blieben 2,3 g (94°/, d. Th.) eines hellgelben Ols, das mit Nitroprussidnatrium eine 
starke Farbreaktion zeigte. 


Titration: 21,8 mg verbrauchten 1,481 ccm 0,0944-n NaOH. Ber. fiir 1 Mol: 
1,550 com; der Reinheitsgrad betragt also 95°/, . 


8. Oxydation zum Ba-Salz der y-Sulfo-«,f-dimethyl-n-butter- 
saure. 


Wahrend Oxydationen mit verdiinnter alkalischer KMnO,-Lésung nicht 
zum gewunschten Ziele fiihrten, hat sich die Methode von Levene’) sehr gut 
bewahrt. : 

663 mg der y-Mercapto-«, f-dimethy]-n-buttersiure wurden mit einer waBrigen 
Lésung von'700 mg Ba(OH),-8H,0 neutralisiert. In dieser Lésung wurden 5,5 g 


2%% 
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BaCO, suspendiert und das Ganze mit Eis gekiihlt, wahrend unter fortwahrendem 
Riihren aus einer Mikrobiirette Br, zutropfte. Nach Aufnahme der berechneten 
Menge Br, (0,65 ccm) blieb die Lésung schwach gelb gefairbt. Sie wurde kurz 
aufgekocht zur Zersetzung von eventuell gebildetem Ba(HCO,), und danach 
filtriert. Zur Entfernung des entstandenen BaBr, wurde das Filtrat in eine warme 
Lésung von 3,8 g (d. i. etwas weniger als die berechnete Menge) Ag,SO, gegossen. 
Der Niederschlag von AgBr und BaSQ, wurde abgesaugt und die verdiinnte Lésung, 
die das Ba-Salz der Sulfocarbonsaure enthalt, im Vakuum auf etwa 4 ccm ein- 
geengt. Bei Zusatz eines groBen Uberschusses an Athanol fiel das Ba-Salz aus. 
Ausbeute: 1,23 g eines Ag- und Halogen-freien Salzes (83°/, d. Th.). 


4,861 mg Subst.: 3,84 mg CO,, 1,56 mg H,O. — 3,726 mg Subst.: 2,59 mg 
BaSQ,. 
C,H,,0,SBa (M = 331,4) Ber. C 21,73 H 3,02. S 9,66 
Gef. ,, 21,54 3 OO oy OOO. 


Derivate der y-Sulfo-a,f/-dimethyl-n-buttersaure 


Aus dem Ba-Salz konnte nach Zusatz der berechneten Menge H,SO,, Ab- 
zentrifugieren des entstandenen BaSO, und Eindampfen der waBrigen Lésung die 
freie Sulfocarbonséure erhalten werden. Es gelang uns nicht, daraus mit m-Tolui- 
din®?), p-Toluidin, Benzidin, o- und p-Phenetidin und Bornylamin ein krystalli- 
sierendes Salz zu gewinnen. 

Analog dem Alkaliabbau der Sulfocarbonséure aus Biotin wurden in ver- 
schiedenen Versuchen jeweils etwa 60 mg Ba-Salz mit 50°/, KOH im Mikroauto- 
klaven erhitzt, und zwar auf 170, 200, 230, 265—270, 295°. Nach Ansauern war 
nur bei den letzteren Versuchen SO,-Entwicklung festzustellen; die gebildeten 
organischen Abbauprodukte erwiesen sich jedoch als sehr fliichtig. 


Anhydrid der y-Sulfo-a,f-dimethyl-n-buttersaure 


Das Bariums z (410 mg) wurde in der iiblichen Weise in die freie Sulfo- 
carbonsdure (239 mg) umgewandelt und diese mit 3 ccm Thionylchlorid und 3 ccm 
absolutem Benzol versetzt. Die Mischung wurde 6 Stunden im Olbad von etwa 
90° unter RiickfluB erhitzt und danach das Benzol und der Uberschu8 an Thiony]- 
chlorid im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde noch 4mal in absolutem Benzol 
aufgenommen, jedesmal wieder zur Trockne gedampft und schlieBlich bei 0,02 bis 
0,03 mm und einer Badtemp. von 140° destilliert; hierbei erhielten wir 78 mg 
eines farblosen Ols. 


Bildung des Anilinsalzes von y-Sulfo-a,f-dimethyl-n-buttersaure- 
anilid 

49 mg des Anhydrids wurden in Benzol gelést und mit 25,6 mg Anilin ver- 
setzt. Es entstand sofort eine gelartige Masse, die nicht krystallisierte. Das Benzol 
wurde im Exsiccator verdampft und der weiBe, amorphe Riickstand in der Warme 
in 0,15 com 50°/,igem Athanol gelést. Beim Stehenlassen im Eisschrank schieden 
sich 5 mg nadelférmige Krystalle ab, die unter dem Mikroskop bei 168° schmolzen. 
Aus der t:ocken gedampften Mutterlauge konnten nach Auflésen in Athanol und 


Anspritzen mit einem Uberschu8 Ather noch 20 mg desselben Produktes gewonnen 
werden. 


4,620 mg Subst.: 10,00 mg CO,, 2,70 mg H,O. — 4,480 mg Subst.: 0,309 com 
N, (21°, 767 mm). — 4,554 mg Subst.: 2,96 mg BaSQ,. 
C,H,,0,8-2C,H;-NH, Ber. C 59,34 H 6,59 WN 7,69 S 8,79 
(M = 364) Gef. ,, 59,03 H 6,54 N 8,08 __,, 8,93. 


Aus dem Analysenergebnis geht hervor, daB8 das Anilinsalz des erwarteten 
Anilids entstanden ist (berechnet fiir das einfache Anilid C = 53,14°/,). Bei 
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spiteren Darstellungen kamen deshalb stéts 2 Mol Anilin zur Anwendung; ferner 
zeigte sich hierbei, daB es nicht erforderlich war, das Anhydrid zu destillieren. 

Bei der isomeren Verbindung XIV haben wir das freie Anilid dargestellt; 
dieses farbte Kongopapier blau, liste sich nicht in Chloroform oder Ather, dagegen 
gut in Wasser. Diese Eigenschaften legten die Folgerung nahe, daB die Anilid- 
bildung mit dem Carboxyl, die Salzbildung mit der Sulfosiuregruppe erfolgte. 
Wir nehmen an, da8 das Derivat der y-Sulfosiure analog gebaut ist. 

Methylierungsversuche mit Diazomethan lieferten kein krystallisiertes 
Produkt. 

Zum Vergleich mit dem vom Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
dargestellten m-Toluidinsalz®*) der y-Sulfo-«, 6-dimethyl-n-buttersiure haben wir 
letzteres mit Hilfe von Ba(OH), in die freie Sulfocarbonsiure umgewandelt und aus 
dieser tiber das innere Anhydrid ebenfalls das Anilinsalz des Anilids erhalten. 


Dieses schmolz bei 167—168° und gab mit dem oben beschriebenen Praparat keine 
Depression. 


C. Synthese der «-Isopropyl-/-sulfopropionsdure. (XIT) 
1. «-[sopropylacrylsiure. 


Entsprechend der von C. Mannich§) fiir die Darstellung von «-substituierten 
Acrylsauren beschriebenen Methode wurden 29,8g Isopropylmalonséure mit 
33,3°/jiger waBriger Dimethylaminlésung neutralisiert. Danach wurden weitere 
29,8 g Saure zugefiigt, die Lésung mit 37 ccm 37°/,iger Formaldehydlésung ver- 
setzt und 3'Tage bei 0° stehen gelassen. Falls dann noch keine Krystallisation 
eingetreten war, erwarmten wir 15 Minuten auf 40° und lieBen nochmals 1 Tag 
bei 0° stehen. Die gebildete Aminodicarbonsiure wurde abfiltriert, aus dem Filtrat 
lieB sich nach Kinengen ein weiteres Krystallisat gewinnen. Schmelzpunkt nach 
Umkrystallisieren aus Athanol—Ather: 112,5°. 


Analyse von Verbindung VIII: 


3,876 mg Subst.: 7,55 mg CO,, 2,88 mg H,O. — 3,993 mg Subst.: 0,243 ccm 
N, (23°, 762 mm). 
C,H,,0,N (M = 203) Ber. C 53,20 H 8,37 N 6,90 
Gef. »> Dd, 12 ig: - pp Ce 


Das rohe Reaktionsprodukt wurde mit NaOH neutralisiert und danach 
30 Minuten gekocht, wobei durch Zufiigen von verdiinnter H,SQ, stets fiir saure 
Reaktion gegen Lackmus gesorgt wurde. Die ungesattigte Saure (IX), die sich 
als Ol auf der waBrigen Fliissigkeit abschied, lieB sich durch Destillation rein 
gewinnen. Siedep.,, 98°. 

Der in iiblicher Weise aus der Saure bereitete p-Phenylphenacylester zeigte 
nach Umkrystallisieren aus 60°/,igem Athanol einen Schmelzp. von 76—77°. 


4,122 mg Subst.: 11,79 mg CO,, 2,35 mg H,O. 
CopHop0, (M = 308) Ber. C 77,92 H 6,51 Gef. C 78,01 H 6,38. 


2. Umsetzung der a«a-Isopropylacrylsiure mit Thioessigsaure 
(Verbindung X). | 

Nach der von Holmberg’®) und Schjanberg beschriebenen Methode wurde 
a-Isopropylacrylsiure mit Thioessigsiure (30°/, UberschuB) gemischt, die Lésung 
15 Minuten auf 90° erwarmt und iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Durch Destillation bei 18 mm und 170° Badtemperatur konnte unver- 
brauchte Thioessigsiure und Isopropylacrylsiure entfernt werden. Die Destilla- 
tion (Siedep.o.g; 120—123°) lieferte ein sehr zihes Ol, das am folgenden Tage 
vollig krystallisierte. 





82) Das m-Toluidinsalz krystallisierte jedoch nach Impfen mit dem m-Tolui- 
dinsalz eines Praparates der I. G. Farbenindustrie A.-G., das auf einem anderen 
Wege dargestellt worden war und bei 103—i05° schmolz. 
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5,165 mg Subst.: 9,50 mg CO,, 3,86 mg H,O. — 5,166 mg Subst.: 6,46 mg 
BaSO,. 

C,H,,0,5 (M= 190) Ber. C 50,53 H 7,37 S 16,84 
Get. ,, BAG 5 THB yy Fhe 

3. a-[sopropyl-B-mercaptopropionsaure (XI). 

Die Verseifung des Acetylproduktes erfolgte durch Auflésen in der berech- 
neten Menge 10°/jiger NaOH-Lésung und Stehenlassen bei Zimmertemperatur. 
Am folgenden Tage schied sich nach Ansaiuern mit viel verdiinnter H,SO, ein O} 
ab, das starke Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium zeigte. Der Rest der 
Mercaptoverbindung wurde der wiBrigen Lésung durch Extraktion mit Ather 
entzogen. Siedep.,, 92—94°. Am niachsten Tage war das Ol vollig krystallisiert 
und zeigte einen Schmelzpunkt von 40°. 

3,349 mg Subst.: 6,01 mg CO,, 2,44 mg H,O. — 5,737 mg Subst.: 9,36 mg 
BaSQ,. 

C,H,,0.8 (M = 148) Ber. C 48,65 H8,ll _ S§ 21,62 
Gef. , 48,9 , $6 25a. 


4. «-I[sopropyl- 8-sulfopropionsaure (XII). 


1,93 g o«-Isopropyl-8-mercaptopropionsiure wurden mit 2,04g Ba(OH),- 
8H,O in 50ccem Wasser neutralisiert. Danach wurden 16 og BaCO, zugefiigt 
und die Suspension allmahlich mit 1,995 ccm (theoretisch erforderlich 1 987 com) 
Brom aus einer Mikrobirette versetzt. Die schwachgelbe Lésung blieb bis zur 
Entfarbung einige Tage bei Zimmertemperatur stehen, wurde darauf zur Zer- 
setzung von eventuell gebildetem Ba(HCO,), einige Stunden auf dem Wasserbad 
erwirmt. und warm filtriert. Das Filtrat ‘wurde mit einer warmen, gesattigten 
Lésung von 12 g Ag,SO, versetzt, das entstandene AgBr und BaSO, abfiltriert 
und die Ag-freie Lésung im Vakuum auf etwa 100 ccm eingeengt. Nach Zusatz 
von etwa 200 com Athanol konnten 3 ,67 g Ba-Salz isoliert werden, das kein Halogen 
enthielt. Ausbeute 85°/, d. Th. 

Auf dem iiblichen Wege wurden aus 250 mg Ba-Salz 102 mg freie Sulfo- 
carbonsdure gewonnen und diese in atherischer Lésung in das m-Toluidinsalz 
umgesetzt. Schmelzp. 153—154° (Mikr.). 

3,777 mg Subst.: 7,12 mgCO,, 2,29 mg H,O. — 3,354 mg Subst.: 0,141 com 
N, (22°, 768 mm). — 4,365 mg Subst.: 3,34 mg BaSQ,. 

C,H,,0,8:C,H,N Ber. C 51,49 H6,93 N 4,62 S 10,56 

(M = 303) Gef. ,, 51,41 , 6,78 , 4,92 ,, 10,51. 


122 mg des m-Toluidinsalzes wurden in wie eee mit 98 mg KOH 
neutralisiert. Durch Ausschiitteln mit Ather konnte das m-Toluidin entfernt 
werden. Danach wurde die wafrige Lésung im Vakuum zur Trockne gedampft 
und etwa die Halfte des Riickstandes im Mikroautoklaven mit 0,5 com 50°/jiger 
KOH 1 Stunde auf 170° erhitzt. Eine Probe zeigte nach dem Ansiuern keinen 
Geruch nach SO,. Nach Istiindigem Erwarmen des Restes auf 200° war beim 
Ansaiuern schwacher SO,-Geruch festzustellen. Deutlich war die SO,-Entwick- 
lung jedoch erst nach nochmaligem Istiindigem Erwarmen auf 225—230°. Aus 
der angesiuerten Lésung wurden 10 mg eines atherléslichen Riickstandes erhalten. 


5. Spaltung des Acetylderivates (X) der a-Isopropyl- ?-mer- 
captopropionsaure. 

Vorversuche mit dem Brucinsalz der freien Mercaptosiure (XI) hatten ein 
negatives Resultat, da die nach haufigem Umkrystallisieren erhaltenen Spitzen- 
fraktionen nicht mehr die Farbreaktionen mit Nitroprussidnatrium gaben. Des- 
halb wurde fiir die weiteren Spaltungsversuche die oben beschriebene Acetyl- 
mercaptosiure verwendet, die nicht mit Strychnin, Brucin, Chinin und Cinchonin, 
wohl aber mit Cinchonidin ein geeignetes Salz bildete. 

Aquivalente Mengen Acetylmeréaptosiure und Cinchonidin wurden zu- 
sammen in Athanol geldst. Nach Entfernung des Athanols durch Verdampfen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 279 10 





; 
EE NEA EAU ane agen face qe meager eee 


— ge agg ai i 
2 ial so. a aeons Oro 





188 Kégl, Verbeek, Erxleben und Borg, Bd. 279 (1943) 


wurde der zuriickbleibende Sirup zunachst mit wenig Aceton in Lésung gebracht. 
Nach Zusatz von weiterem Aceton erfolgte beim Abkiihlen Krystallisation. Dieses 
und alle folgenden Krystallisate gaben mit Nitroprussidnatrium in ammoniaka- 
lischer Lésung eine positive Reaktion. Nach 4maligem Umkrystallisieren aus 


Aceton blieb die Drehung der krystallisierten Fraktion konstant. In 6°/,iger 
Lésung in Athanol war 
— 2,57 -2-219,5 


[el = 380 -0,794 


Das Cinchonidinsalz wurde zur Zerlegung in NaOH gelést und die Saure in 
Chloroform aufgenommen. Der Riickstand der Chloroformlésung bestand aus 
einem diinnfliissigen, nicht krystallisierenden Ol, das in Chloroform eine spezifische 
Drehung zeigte von i. 0,11 -2- 407,3 

" .  Jeechae: 

6. Oxydation der optisch-aktiven Acetylmercaptosaure (X) zur 
Sulfocarbonsaure (XII). 

Aus einer gréBeren Menge Acetylmercaptosaure wurde ein Cinchonidinsalz 
mit [e], =— 80,5 bzw. — 79,8° und daraus 962 mg optisch-aktive Acetylmer- 
captosaure erhalten. Diese wurde in der oben beschriebenen Weise in die Sulfo- 
carbonsaure iibergefiihrt. Bei der iiber das Ba-Salz gereinigten freien Sulfocarbon- 
siure lag die geringe beobachtete Drehung innerhalb der Fehlergrenze. 


Aus 91 mg der optisch-aktiven Saure wurde das m-Toluidinsalz dargestellt 


(108 mg), das bei 156° (Mikr.) schmolz. Es zeigte ebenfalls keine meBbare optische 
Drehung. 


4,342 mg Subst.: 8,21 mg CO,, 2,69 mg H,O. — 4,375 mg Subst.: 0,188 ccm 
N, (22°, 765 mm). — 4,934 mg Subst.: 3,78 mg BaSO,. : 
C,H,.0,8-C,H,N Ber. C5149 H693 N 4,62 S 10,56 
(M = 303) i. ae, Ce, 6Ot« . 1. 


Der Mischschmelzpunkt dieses Salzes mit dem m-Toluidinsalz, das wir 
friiher®*) von der Sulfocapronsdure aus Biotin erhalten hatten, zeigte keine De- 


pression, 156° (Mikr.). Das analytische Salz schmolz nach einjahrigem Aufbe- 
wahren etwas niedriger, bei 155° (Mikr.). 





=— 78,9°. 


= — 4,17°, 


7. Methylester des a-Isopropyl- $-sulfopropionsaureanilids (XV). 


a) Darstellung des Anhydrids (XIII). 3,065 g Ba-Salz wurden in die 
freie Siure umgesetzt, die quantitativ in krystallisierter Form zuriickblieb. Nach 
Zusatz von 10 ccm Thionylchlorid und 10 ccm absolutem Benzol wurde die Mi- 
schung 6 Stunden erhitzt. Der nach Abdampfen und Entfernen der letzten Reste 
Thionylchlorid erhaltene Riickstand lieB sich destillieren: Siedep. 9, 113°. Aus- 
beute 1,12 g Anhydrid (70°/, d. Th.). Das Produkt ist frei von Cl; es ist stark 
hygroskopisch unter Riickbildung der krystallisierten Saure. 

Bei Anwendung dieser Reaktion auf das optisch-aktive Isomere konnten aus 
etwa 900 mg freier Sulfocarbonséure 560 mg Anhydrid erhalten werden. 


b) Anilinsalz des a-Isopropyl- @-sulfopropionsaiureanilids (XIV). 
Das Anhydrid wurde in absolutem Benzol gelést und mit 2 Mol Anilin in Benzol- 
lésung versetzt, wobei fast augenblicklich ein ziemlich festes Gel entstand. Nach 
Entfernung des Lésungsmittels im Vakuum lieferte der Riickstand bei der Be- 
handlung mit Athanol lange, farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 223° (u. d. Mikr.; 
bei raschem Erhitzen im gewdhnlichen Schmelzpunktsapparat 248°). 


_ 8,511 mg Subst.: 7,62 mg CO,, 2,05 mg H,O. — 4,056 mg Subst.: 0,274 ccm 
N, (22°, 770 mm). — 3,508 mg Subst.: 2,22 mg BaSQ,. 
C,,H,,0,N_8 Ber. C 59,34 H 6,59 N 7,69 S 8,79 
(M = 364) Gef. ,, 59,19 > ee 5s eee Oe, 





#3) 32. Mitt., H. 276, 63 (1942). 
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Aus dem Anhydrid der optisch-aktiven Komponente wurde in entsprechen- 
der Weise ein Anilinsalz des Anilids bereitet, das bei 234—235° (Mikr.) schmolz. 
Der Schmelzpunkt im gewéhnlichen Apparat betrug 250—251°. 

c) Methylester des «-Isopropyl-f-sulfopropionsaureanilids (XV). 
Fiir die Methylierung benutzten wir anfanglich das freie Anilid, das aus dem 
Anilinsalz durch Auflésen in der berechneten Menge Ba(OH),, Ausschiitteln des 
Anilins mit Chloroform und Entfernen des Bariums mit H,SO, gewonnen wurde. 
Spater zeigte es sich, daB das Anilinsalz in methylalkoholischer Lésung mit der 
atherischen Diazomethanlésung direkt zu methylieren war. Es wurde stets so 
lange Diazomethanlésung zugefiigt, bis die Reaktionslésung gelb gefarbt blieb; 
danach wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der krystalline Riickstand 
wurde aus Methanol—Wasser (1:1) in farblosen Nadeln erhalten. Schmelzp. 134° 
(Mikr.). 


4,255 mg Subst.: 8,53 mg CO,, 2,51 mg H,O. — 4,100 mg Subst.: 0,184 com 
N, (23°, 754 mm). — 5,556 mg Subst.: 4,50 mg BaSQ,. 

C,3,H,,0,NS (M = 285) Ber. C 54,74 H6,67 N 4,91 S 11,23 
Gef. ,, 54,67 »» 600 ,, 648 ,, c4,e8. 

Aus 308 mg des optisch-aktiven Anilids wurde in der gleichen Weise der 
Methylester dargestellt. Wir erhielten nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
Methanol 112 mg eines farblosen, krystallisierten Produktes vom Schmelzp. 135° 
(Mikr.). Bei weiterem Umkrystallisieren anderte sich der Schmelzpunkt nicht mehr. 
0,04 - 2+ 243.3 

11,6-0,791 

4,736 mg Subst.: 9,50 mg CO,, 2,79 mg H,O. — 4,449 mg Subst.: 0,190 com 
N, (22°, 769 mm). — 4,854 mg Subst.: 3,92 mg BaSOQ,. 

C,,H,,0,NS (M = 285) Ber. C 54,74 H6,67 N 4,91 S 11,23 
Gef. ,, 54,71 9 Ue (53 OP iy EE ee 





Drehung: [e]p = + = + 2,12° in Aceton. 


D. Methylesteranilid der Sulfocapronsaure aus Biotin 


Ausgehend von etwa 65 mg C,-Thiodiaminosaiure wurde auf die friiher be- 
schriebene Weise durch Oxydation die rohe Sulfocapronsadure erhalten. Aus dem 
Oxydationsriickstand, der reichlich anorganisches Salz enthielt, wurde sie durch 
5malige Extraktion mit insgesamt 100 ccm Ather in der Warme herausgelést und 
nach Einengen des Athers auf etwa 10 ccm als m-Toluidinsalz ausgefallt. Ausbeute 
56 mg Toluidinsalz, entsprechend 38 mg Sulfocapronsaure. 

Zur Gewinnung der freien Saure wurde das m-Toluidinsalz in der berechneten 
Menge Ba(OH), gelést, das Toluidin durch Ausschiitteln mit Chloroform entfernt 
und in der waBrigen Lésung mit der erforderlichen Menge H,SO, das Ba ausgefiallt. 
Das Filtrat hinterlieB nach dem Eindampfen 30 mg Riickstand, der zur Darstellung 
des Anilid—Anilinsalzes nach der oben beschriebenen Vorschrift verwendet wurde. 
Wir erhielten 29 mg einer in Nadelchen krystallisierenden Substanz, die bei 224 
bis 225° (Mikr.) schmolz. 

Bei der Methylierung mit Diazomethan entstand der Methylester, der nach 
4maligem Umkrystallisieren aus Methanol—-Wasser (1:3) in etwas graustichigen 
Nadeln vom Schmelzpunkt 135° (Mikr.) erhalten wurde. Ausbeute 11 mg. 

Der Mischschmelzpunkt mit dem oben beschriebenen synthetischen Produkt 
aus der optisch-aktiven Saure zeigte keine Depression (Mikr.). 


3,803 mg Subst.: 7,67 mg CO,, 2,24 mg H,O. 
C,,H,,0O,NS (M = 285) Ber. C 54,74 H 6,67 Gef. C 55,00 H 6,59. 
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Zur Kenntnis des f-Biotins 
34. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe ') 


Von 
F. Kégl und E. J. ten Ham 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mirz 1943) 


In der vorigen Mitteilung!) dieser Reihe wurde bereits darauf hin- 
gewiesen, dai} unser aus Eigelb isoliertes Biotin mit dem von V. du Vi- 
gneaud’), K.Hofmann, D.B. Melville und P. Gyérgy aus Leber- 
und spiter auch aus Milchkonzentraten gewonnenen Krystallisat trotz der 
gleichen Bruttoformel und sehr ihnlicher Higenschaften nicht identisch 
sein kénne. Wihrend wir aus unserem «-Biotin durch stufenweisen Abbau 
zu «,$-Dimethylbuttersiure kamen, erhielten die amerikanischen 
Forscher aus dem von thnen isolierten Wirkstoff (bzw. der betreffenden 
C,-Thiodiaminosiure) durch eine einfache Oxydation mit Salpetersiiure oder 
Permanganat Adipinsiure. Hs ist véllig ausgeschlossen, da diese beiden, 
der C,-Reihe angehérenden Abbauprodukte aus demselben Biotinmolekiil 
entstehen; da auch eine entsprechende Umlagerung der verzweigten bzw. 
der geraden C,-Kette unter den Versuchsbedingungen nicht in Frage kommt, 
muBte es sich bei den beiden Biotinen ohne Zweifel um Strukturisomere 
handeln. 

Es war natiirlich sehr wiinschenswert, die Verschiedenheit der beiden 
Biotine auch durch einen direkten Vergleich der Krystallisate zu bestitigen. 
Da uns das Priparat der amerikanischen Autoren unter den gegenwiirtigen 
Verhaltnissen nicht zuginglich ist, standen wir vor der Notwendigkeit, das 
Biotin aus Leber oder Milch selbst zu isolieren. Obschon wir bei der Dar- 
stellung des «-Biotins aus Higelb tiber jahrelange Erfahrungen verfiigen, 
bedeutet die Isolierung des aktiven Krystallisats aus einem anderen Aus- 
gangsmaterial keine ganz einfache Aufgabe, da auch bei Leber eine auf er- 
ordentliche Anreicheruiugsarbeit zu leisten ist®). Die Gewinnung aus Roh- 
leber, Molke und dergleichen wire schon in normalen Zeitverhiltnissen mit 
den Einrichtungen eines wissenschaftlichen Laboratoriums schwierig durch- 
gufiihren; in der Tat gingen auch die amerikanischen Forscher von nicht 
niher definierten technischen Konzentraten aus Leber bzw. Milch aus, in 


1) 33. Mitt., H. 279, 121 (1943); 32. Mitt., H. 276, 63 (1942). 

2) J. of Biol. Chem. 140, 643 (1941); vgl. auch ebenda 140, 763 (1941); 141, 
85, 207 (1941); 142, 615 (1942) und J. of Amer. Chem. Soc. 68, 3237 (1941). 

8) Die Kostbarkeit von Biotinkrystallisaten ergibt sich eindrucksvoll aus 
Anzeigen einer amerikanischen Firma (vgl. z. B. Science 1941, 3), wonach eine 
Ampulle mit 25 y Biotinmethylester zum Preise von 3,50 Dollar erhaltlich ist, auf 
eine Bestellung aber héchstens 3 Ampullen geliefert werden kénnen. 
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denen Biotin bereits weitgehend angereichert war. Dankenswerterweise 
stellte uns das Werk W.-Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. ein von 
Dr. Schultz hergestelltes, unter den gegenwirtigen Umstanden besonders 
wertvolles Vitamin-H-Konzentrat aus Leber zur Verfiigung; hierdurch 
wurde es uns méglich, eine fiir unseren Zweck gerade ausreichende Menge 
des aktiven Krystallisats darzustellen. 

Der Herstellungsgang des von uns verwendeten Konzentrats aus 
Trockenleberpulver verlief nach freundlicher Privatmitteilung des Werks 
W.-Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. iiber folgende Stufen: Toluol- 
autolyse, 2malige Verdauung mit Papain, Kohleadsorption, 2malige Elution 
mit Pyridin, Fallung mit Bleiacetat, Siurehydrolyse, Fallung mit Phosphor- 
wolframsaiure, 4malige Zerlegung mit Baryt, Konzentrierung, Ausriihrung 
mit Aceton, 8malige Druckerhitzung, Behandlung mit Kochsalz, Ein- 
dampfen zur Trockne, Extraktion mit Methanol, Aufnehmen in Wasser. 

Aus 1000 ke frischer Rinderleber wurden auf diese Weise 4 Liter einer 
Rohlésung (‘Trockengewicht 186g) gewonnen, die nach unseren Aus- 
wertungen im Hefetest ungefihr 50 mg f-Biotin enthielt; iibrigens war 
der Lésung pro Kubikzentimeter 20mg d,l-Pantothensiure zugefiigt 
worden, da das Material urspriinglich fiir andere Zwecke dienen sollte. 
AuBer dieser Hauptfraktion hatten wir noch ein etwas weiter angereichertes 
Priparat (9,6 g) aus 300 kg Leber zur Verfiigung, dem keine Pantothen- 
siure zugesetzt war und das etwa 15 mg /-Biotin enthielt. Es sei hier 
vorweggenommen, das wir von den nach den Vorversuchen noch vor- 
handenen 50 mg /-Biotin etwa 20 mg in reiner Form gewinnen konnten. 

Nach den giinstigen Erfahrungen, welche die amerikanischen Autoren 
bei der Anreicherung von Leberkonzentraten mit der chromatographischen 
Fraktionierung gemacht hatten, lag es nahe, auch unsere Rohpriparate 
nach der Tswettschen Methode aufzuarbeiten. Wir muSten jedoch fest- 
stellen, da8 Adsorption des Methylesters an Aluminiumoxyd (Brockmann) 
und Elution mit verschiedenen Lésungsmitteln nicht zu der erwarteten 
Anreicherung fiihrte, die aktive Substanz war vielmehr ziemlich gleich- 
maéBig auf die verschiedenen Fraktionen verteilt. Die Ursache hierfiir lag 
offensichtlich in der 10mal geringeren Aktivitit unseres Ausgangsmaterials; 
wir hatten deshalb die Aufgabe, vorher andere Reinigungsoperationen ein- 
zuschalten. Da bei unseren Eigelbaufarbeitungen die Adsorption an Tier- 
kohle besonders effektiv ist, haben wir auch die Leberpriparate in gleicher 
Weise behandelt, jedoch ohne den gewiinschten Erfolg. Das unbefriedigende 
Ergebnis diirfte hierbei kaum auf die Verschiedenheit der Biotine, sondern 
auf jene der Begleitstoffe zuriickzufiihren sein. Immerhin fiihrte uns dieser 
Versuch zu dem Plan, die Tswett-Adsorption an einer Noritsiule vorzu- 
nehmen. Nachdem sich die prinzipielle Brauchbarkeit dieses Verfahrens 
bei einem Vorversuch gezeigt hatte, muBte erst unser als Estergemisch vor- 
liegendes Material wieder verseift werden. Die Behandlung mit 1 n-alko- 
holischer Natronlauge fiihrte zu einer nicht unwesentlichen Anreicherung, 
da noch unverseifte, dunkelbraune Begleitstoffe mit der Neutralfraktion 
abgetrennt werden konnten. Zur Adsorption an Tierkohle wurde die schwach 
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lackmussaure, wiS8rige Rohlésung des freien /-Biotins verwendet. Die 
durch die Feinheit des Adsorbens bedingte, geringe Filtrationsgeschwindig- 
keit verursachte natiirlich einige Schwierigkeiten, die jedoch auf die im 
Versuchsteil beschriebene Weise iiberwunden werden konnten. Die Frak- 


tionierung erfolgte — nach Auswaschen mit Wasser — durch Elution mit 


Aceton-Ammoniaklésung nach dem Prinzip des_ ,,fliissigen Chromato- 
gramms*. Wie Tab. IT zeigt, war der Wirkstoff in eine mder 8 Eluate sehr 
selektiv angereichert. Diese Spitzenfraktion enthielt 80°/, des eingesetzten 
6-Biotins, der Gehalt war von 0.35 y auf 7,5y pro Milligramm gestiegen. 
Hiermit hatten wir einen Reinheitsgrad erreicht, durch den das wieder 
veresterte Material fiir die chromatographische Fraktionierung an Alumi- 
niumoxyd zu gebrauchen war. Nach der Adsorption aus einer Chloroform- 
lésung wurde die Siule mit Chloroform, Aceton, Aceton—Methanol, Methanol 
und schlieBlich mit methylalkoholischem Ammoniak eluiert (vgl. Tab. ITT). 

Die etwa 4fach angereicherte Spitzenfraktion wurde nunmehr — 
wiederum entsprechend den Angaben der amerikanischen Forscher — aus 
einer Acetonlésung an Aluminiumoxyd adsorbiert. Die Elution erfolgte, 
abgesehen von Chloroform, mit den vorhin genannten Lésungsmitteln. Wie 
Tab. IV zeigt, war /-Biotin-methylester auch diesmal in einigen Fraktionen 
konzentriert; diese enthielten pro Milligramm 130—250y des Wirkstoffs. 
Beim Aufbewahren im Kiihlschrank schieden sich nach einiger Zeit Krystalle 
ab. Diese waren im Hefetest hochaktiv, schmolzen aber auch nach dem 
Umkrystallisieren einige Grade niedriger als von du Vigneaud und Mit- 
arbeitern fiir 6-Biotin-methylester angegeben wurde. Da die weitere Reini- 
gung durch Umkrystallisieren zu betrichtlichen Verlusten gefiihrt hitte, 
entschlossen wir uns, die Hauptmenge in das freie 6-Biotin umzusetzen. 

Das Krystallisat des Esters wurde mit n-NaOH in der Kilte verseift ; 
nach dem Ansiuern krystallisierte /-Biotin in priachtigen farblosen Nadeln 
aus, die unter dem Mikroskop bei 226—228° schmolzen. Nach 2maligem 
Umkrystallisieren aus Wasser lag der Schmelzp. konstant bei 232—233°. 
Fiir die spezifische Drehung einer 0,3°/,igen Lésung in 0,1 n-Natronlauge 
wurde [a]** =-+ 91° gefunden. Die Mikro-CH- und N-Analyse lieferte 
Werte, welche fiir die zu erwartende Formel C,,)H,,O,N,.8 ausgezeichnet 
stimmten; fiir den Nachweis des Schwefelgehalts begniigten wir uns mit 
einer qualitativen Probe. 

Unsere Annahme, daf aus dem reinen /-Biotin durch Veresterung mit 
Diazomethan nunmehr ohne Schwierigkeiten auch der Methylester mit den 
von den amerikanischen Autoren angegebenen Konstanten erhalten wiirde, 
ging nicht in Erfiillung. Das Produkt zeigte auch nach wiederholtem Um- 
krystallisieren aus Methanol-Ather den konstanten Schmelzp. 163—164°. 
Dieser veriinderte sich auch nicht, als wir den Ester in der friiher beschrie- 
benen Apparatur* ) bei 150—160° und 10-5 mm sublimierten. Die spezifische 
Drehung einer 1°/,igen Lésung in Chloroform betrug [«]?* =-+ 39°. Bei 
einer Wiederhohung wurde + 340 gefunden, doch war ‘ais Ablesung hierbei 





‘) H. 269, 64 (1941). 
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wegen einer geringen Triibung der Lésung sehr erschwert. Es wire 
wiinschenswert gewesen, die Veresterung statt mit Diazomethan auch in 
der gewéhnlichen Weise mit Methanol—HCl auszufihren; leider mu8ten wir 
hierauf verzichten, da unser Krystallisat bis auf einen kleinen Rest auf- 
gebraucht war. Trotzdem die Differenzen bei den physikalischen Kon- 
stanten des Methylesters einen gewissen Vorbehalt nétig machen, méchten 
wir unser aus Leber isoliertes Krystallisat des freien $-Biotins auf Grund. 
der praktisch volligen Ubereinstimmung der Eigenschaften fiir identisch 
halten mit jenem der amerikanischen Forscher. Die betreffenden Daten 
sind in Tab. I zusammengestellt; die Drehungsbestimmungen wurden zum 
Vergleich auch von Frl. Dr. Erxleben ausgefiihrt. 


Tabelle I 
Vergleich der Methylester 


























Schmelzpunkt Spez. Drehung 
i (unter dem Mikro- | [«]?' fir 1°/,ige 
Fraperet skop, mit Apparat- ” Lésung 
korrektur) in Chloroform 
1. «-Biotin-methylester ....... 161—162° + 479 
2. B-Biotin-methylester .. . 163—164° + 39° 
3. Methylester von Du Vigneaud . : 166—167° + 57° 





Vergleich der freien Biotine 











Schmelzpunkt | Spez. Drehung 
ee a : (unter dem Mikro- | [«]?' fiir 1°/,ige 
a Secs skop, mit Apparat- ‘ Lésung 
_ korrektur) in 9, A n- “NaOH 
1. «-Biotin fei Rigelb) So 2900 + 519 
2. B-Biotin (aus Leber) eee : 232—233° + 91° 
3. Leber-Biotin von Du Vigneaud ; 230—232° + 92° 








Wie man sieht, weichen die physikalischen Konstanten der freien Bio- 
tine aus EKigelb bzw. aus Leber ziemlich stark voneinander ab, wihrend man 
bei den Methylestern iiber die Realitét der Unterschiede in Zweifel sein 
konnte. 

In einer kurzen Notiz®) haben wir bereits iiber die Verschiedenheit von 
«- und f-Biotin berichtet. Diese steht nach dem direkten Vergleich der 
beiden Priparate absolut fest: Der Mischschmelzp. von «- und /-Biotin 
lag bei 197-—-202° und auch jener der beiden Methylester war 20—-30° er- 
niedrigt. Prof. Dr. J.M.Bijvoet verdanken wir Debye-Scherrer- 
Aufnahmen von «- und /-Biotin, auch hiernach sind die beiden Krystallisate 
nicht identisch. SchleBlich ist noch auf einen Unterschied in der physio- 
logischen Aktivitét zu weisen; nach den bisher vorliegenden Auswertungen 





5) Naturw. 31, 208 (1943). 
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zeigt B-Biotin im Hefetest eine Wirksamkeit, die ungefaihr das Doppelte von 
jener des «-Biotins betriigt. Der Vergleich der Vitamin-H-Wirksamkeit bei 
der Ratte steht noch aus. 


Nachdem wir in der vorigen Mitteilung dieser Reihe fiir «-Biotin durch 
die Identifizierung der beim stufenweisen Abbau erhaltenen Sulfo-capron- 
siure FormelI sehr wahrscheinlich machen konnten, liegt es nahe, fiir 
6-Biotin ein mutmaBliches Strukturbild zu geben. Wir haben uns mit dieser 
Frage natiirlich schon vor Jahresfrist beschiiftigt, als die kurze Notiz von 
K. Hofmann, D. B. Melville und V. du Vigneaud®) iiber die Isolierung 
von Adipinsiure beim oxydativen Abbau des f/-Biotins zu unserer Kenntnis 
kam. In der Annahme, da die polaren Gruppen, also das Carboxyl und 
der Harnstoffrest, in beiden Biotinen eine identische Lage einnehmen wiirden, 
haben wir fiir f-Biotin zunichst Formel II in Betracht gezogen: 





NH—CH—COOH NH—CH—COOH . 
| S | Sy 
O=C CH CH, CH, O=—( CH / CH—CH,—CH,—CH, 


i | | | ae / | 
0-08 —cH—cH,  Xn--CH-——on, 
I II 


Die Adipinsiure kénnte hier durch w-Oxydation der Seitenkette und 
hydrolytische Spaltung des intermediar gebildeten Sulfons entstanden sein. 
Ende vorigen Jahres wurde uns jedoch eine im Juli 1942 erschienene Arbeit’) 
der gleichen Autoren zuginglich, wonach eine der Carboxylgruppen der 
Adipinsiure identisch ist mit jener des /-Biotinmolekiils. Dies ergab sich 
durch eine indirekte Beweisfiihrung; die genannten Autoren haben nimlich 
/-Biotin-hydrazid nach Curtius abgebaut und das entsprechende Urethan 
der hydrolytischen Spaltung unterworfen. Das als Endprodukt erhiltliche 
Triamin C,H,,N,S wurde dann in der gleichen Weise mit Salpetersiure bzw. 
Permanganat oxydiert, nach welcher aus der entsprechenden Diamino- 
siure C,H,,O,N,S Adipinsiure entsteht; dieses Abbauprodukt lieB sich 
jedoch bei der Oxydation des Triamins nicht auffinden, woraus die Autoren 
die oben genannte SchluBfolgerung ziehen. 


Obschon das zuletzt genannte Argument negativer Natur ist, kam nach 
den Ergebnissen der obigen Arbeit Formel II fiir 6-Biotin schon deshalb 
nicht mehr in Frage, da hier kein Triamin gebildet werden kénnte. Wir 
hatten bei Forme! 1 die Seitenkette an Stelle 8 des Biotidinsystems an- 
genommen, um zu einer einigermafen befriedigenden Erklirung der Bildung 
der Adipinsiure zu gelangen. Nachdem nunmehr jedoch fiir die ,,gerade 
C,-Kette“‘ ein weiteres C-Atom in Gestalt des urspriinglichen Biotin-Carb- 
oxyls zur Verfiigung steht, liegt es nahe, fiir /-Biotin die Formel (III) einer 
2-Oxo-biotidin-9-buttersiure zu diskutieren: 


6) Am. Soc. 68, 3237 (1941). 
7) J. of Biol. Chem. 144, 513 (1942). 
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NH—CH, 
7 LY 
; | | 





NH- -CH——CH—CH,—CH,—CH,—CO0H 


Man erkennt, daf bei dieser Struktur fiir die Bildung der Adipinsiure 
— durch Decarboxylierung einer als Zwischenprodukt auftretenden Malon- 
siure — eine ungezwungene Erklarung zu geben ist. 

Von der Annahme ausgehend, da die beiden in ibren Eigenschaften 
so éhnlichen, strukturisomeren Biotine auch in ihrem Formelbild weit- 
gehend abhnlich sein werden, wird man die gleiche Lage der Seitenketten 
als sehr einleuchtend empfinden. Um so iiberraschender ist unter diesen 
Umstiinden jedoch die verschiedenartige Lage der Carboxylgruppe. 

~ Erst im Februar 1943 ist uns eine weitere kurze Notiz von V. du Vi- 
~gneaud§), K. Hofmann und D. B. Melville zugiinglich geworden; hierin 
werden im Gegensatz zu den anderen zu unserer Kenntnis gekommenen 
Mitteilungen der amerikanischen Forscher Strukturformeln zur Diskussion 
gestellt. 

Diese charakterisieren den Stand des Problems, wie er sich durch die 
Erkenntnis entwickelte, daB eimes der Carboxyle der Adipinsiure mit jenem 
des Ausgangsmolekiils identisch ist. Die ohne Kenntnis unserer jiingsten 
Arbeiten und der Verschiedenheit der beiden Biotine aufgestellten Formeln 
bilden jedoch auch eine Basis zur Priifung der von uns als sehr wahrschein- 
lich bezeichneten Formel I fiir «-Biotin, so da8 wir sie im folgenden wieder- 
geben wollen: 





O O O O 
1 ] | 1 
2 CL et ng si ee Aw 
HN NH HN NH HN NH HN NH 
| | | | “| | | | 
HC—— CH (a) («¢) HC——CH (d) (b) HC-CH,-CH (@) HC—S—CH a) 
| | | | eee | | 
OH, Ch. @ @ Be... 8... eee CH,—CH, (b) 
ig od is, MRO 
; (a) CH, 
1 a,b 2 a,b,d,e 3 a,b, e,d 4 a,b 


Bei a, b, ¢ bzw. d ist H durch —-CH,—CH,—CH,—-CH,—COOH zu 
ersetzen. 

Wegen der bemerkenswerten Bestindigkeit der C,-Diaminosaiure gegen 
hydrolytische Agentien halten die amerikanischen Autoren die Formel- 
typen 2, 3 und 4 (mit N und S am gleichen C-Atom) fiir unwahrscheinlich’). 
Aus diesem Grunde wurden solche Anordnungen bei den folgenden Formel- 
typen nicht mehr in Betracht gezogen. Diese ergeben sich unter der An- 

8) Am. Soc. 64, 188 (1942). 


*) Man vergleiche hierzu unsere analogen Ausfiithrungen in der 32. Mitt., 
H. 276, 63 (1942). 
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nahme, da die Adipinsiure durch Decarboxylierung einer intermediar 
gebildeten Malonsiure bzw. einer «-substituierten /-Ketosiure entstehe: 


R = —CH,—CH,—CH,—COOH 


0) 
NH bone es 
poner 0=C——NH 
R—CH—CH O=0 rae ae | | 
NH CH, | 
l | | “2 P- ae, 
CH, CH NH CA—C_-& \CH’ NCH 
NOR | | | | 
CH, CH, CH, CH, 
5 6 7 


Wie man sieht, ist 5 identisch mit der oben von uns fiir f-Biotin be- 
sprochenen Formel. 

Will man von diesen 15 Strukturméglichkeiten, welche die ameri- 
kanischen Autoren fiir (f-)Biotin diskutieren, méglichst nahe verwandte 
Formeln fiir «-Biotin ableiten, so ist bei 14 damit Rechnung zu tragen, 
daB unsere C,-Diaminosiure eine «-Aminosiure ist und aufer rdem muff man 
eines der eusthiorton H-Atome durch den Rest —-CH,—CH(CH,), ersetzen. 
Bei den Formeln 5—7 haben wir aufSer der erwihnten Anordnung des 
Carboxyls fiir R einen Isopropylrest einzufiigen. 

Es ist nunmehr zu priifen, inwieferne die in unserer 32. Mitteilung 
besprochenen Ergebnisse des stufenweisen Abbaus mit den einzelnen Formel- 
typen zu vereinbaren sind. In dieser Arbeit hatten wir einen 5gliedrigen 
Harnstoffring durch die Isolierung eines C,-Amino-sulfoxyd-aldehyds und 
durch die Ammoniakbestimmung bei, der Criegee-Spaltung ausschlieBen 
kénnen. Demnach sind die fiir «-Biotin modifizierten Formeln la, b sowie 
2a, b,c, d und 7 zu eliminieren. Bei den schon aus dem friiher erwihnten 
Grund unwahrscheinlichen Formeln 8a, b, c, d und 4a, b ist es nicht még- 
lich, die einzelnen Stufen unseres Abbaus bzw. die Bildung der Sulfo-capron- 
siure zu erkliren. 

Formel 5 entspricht dem von uns abgeleiteten Strukturtyp, so da8 nur 
noch Formel 6 diskutiert werden mu. Nach dieser wiirde «-Biotin das 
Strukturbild IV zukommen; wir formulieren im folgenden auch den dieser 
Formel entsprechenden stufenweisen Abbau: 











“COOH COOH (H) 
| | | 
NH— y Pa H,N—CH CMs iid em, 
CH CH 
: Va cH, | / “~OR. ~CH, 
O= CH, C———-CH, —— CH, 
| | | | | 
XH GH S H,N—CH S H,N—CH SO 
\ CH,” \ CH,” \ CH,” 
IV ¥ VI 


VIL (OH) statt (H) 
(SO,) statt (SO) 
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COOH —_CH, (COOH) CH, 
_H | _ 
as | ™~CH 
C——_——CH, C——_——CH, 
| | 
CH SO, COOH S0,H 
“OH 
VItl IX 


X (H) statt (COOH) 


Wir hatten in unserer 32. Mitteilung zunichst als Arbeitshypothese 


angenommen, da das Schwefelatom in der Nihe der beiden Aminogruppen 


steht — u. a. wegen der auffilligen Bestindigkeit der C,-Diaminosiure 
gegen Jodwasserstoff. Diese Auffassung erhielt dann dadurch eine sehr 
starke Stiitze, daf unsere Formulierung auf ungezwungene Weise die 
leichte NH,-Abspaltung der C,-Saure ($-Aminocarbonsiure!) und die 
Bildung der «-Isopropyl-/-sulfo-propionsiure zu erklaren vermochte. Ver- 
gleicht man hiermit den Abbau im Sinne der Formeln IV—-VII, so ergibt 
sich, da die analoge Ammoniakabspaltung bei der 6-Aminoséure VII durch 
das quartiire «-C-Atom nicht méglich ist. Man kénnte allenfalls an eine 
Ammoniakabspaltung unter dem Einflu8 der Sulfongruppe denken, so daB 
Verbindung VIII als Zwischenprodukt auftreten wiirde. Eine solche NH,- 
Abspaltung — die ja unter den Bedingungen einer gewéhnlichen Veresterung 
von Saure VIT erfolgen miiBte — wird man jedoch fiir sehr unwahrschein- 
lich halten!°), Aber auch die letzte Stufe, welche hier von dem ungesittigten 
Sulfon zur Malonsiure [X fiihren wiirde, spricht gegen die Realitit dieses 
Schemas, da bei den experimentellen Bedingungen unseres Abbaus kein 
Grund fiir die Decarboxylierung der Malonsiure zur Sulfo-capronsiure X 
zu ersehen ist. 

Wir haben in den vorhergehenden Mitteilungen davon abgesehen, die 
urspriinglich so vielfaltigen strukturellen Moéglichkeiten fiir o-Biotin in 
extenso zu formulieren. Wenn wir die in unserer 33. Mitteilung abgeleitete 
Formel fiir «-Biotin als sehr wahrscheinlich bezeichneten und hervorhoben, 
daB die Ergebnisse des stufenweisen Abbaus, soweit wir sehen, bei keiner 
anderen Struktur ebenso zwanglos erklirt werden kénnen, so bringen 
hierfiir die obigen Austfiihrungen noch eine nahere Ergiinzung und Erlaute- 
rung. Wie stets ist auch beim Konstitutionsproblem der Biotine die end- 
giiltige Entscheidung erst durch die Synthese zu erbringen, die aber hier 
durch die Anwesenheit mehrerer Asymmetriezentren nicht ohne weiteres 
zu einem mit Mischschmelzp. und spezifischer Drehung zu identifizierenden 
Produkt fiihren wird... Wir werden iiber unsere in Zusammenarbeit mit 
dem Werk W.-Elberfeld cer I. G. Farbenindustrie ausgefiihrten synthe- 
tischen Arbeiten spiter berichten. 

Zum Schlusse sei noch auf die physiologische Seite des Dualismus der 
Biotine hingewiesen. Nach den bisher vorliegenden Befunden scheint es 





10) Uber das Verhalten von 6-Amino-sulfonen konnten wir in der Literatur 
keine Angaben finden. 
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sich bei dem Vorkommen von f-Biotin (aus Rinderleber und Milch ge- 
wonnen) und «-Biotin (aus Eigelb isoliert) um Divergenzen zwischen den 
Verhiltnissen bei Saugetieren und Végeln zu handeln; solche sind der 
Vitaminforschung seit langem geliufig!). Es wire von Interesse, Biotin 


. nunmehr auch aus pflanzlichem Material zu isolieren. 


Fiir die tatkraftige Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit sind wir 
dem Werk W.-Elberfeld der J. G. Farbenindustrie A.-G., insbesondere 
Prof. Dr. Hérlein sehr zu Dank verpflichtet. 


Versuehsteil 
Die Testmethode 


Die Testmethode entsprach praktisch der in der 20. Mitteilung beschriebenen 
Arbeitsweise, insbesondere haben wir an der 5stiindigen Wachstumsdauer fest- 
gehalten, durch welche der Effekt des Biotins gegeniiber jenem anderer Wuchs- 
stoffe dominiert. Im folgenden erwahnen wir einige Anderungen der Arbeits- 
weise, die sich im Laufe der Zeit ergeben haben. 


1. Durch die Zeitumstande konnte die in friiheren Jahren verwendete Rasse M 
vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin nicht mehr regelmaBig in frischem Zu- 
stand bezogen werden. Wir gebrauchten daher kéufliche ,,Koningsgist“* von der 
Gist- en Spiritusfabriek Delft, und zwar kam jede Woche frische Hefe zur An- 
wendung. 


2. Es wurde weiterhin die Readersche Nahrlédsung verwendet, der wir 
jedoch pro Liter noch folgende Wuchsstoffe zufiigten: 10mg Mesoinosit, 200 y 
Aneurin, 200y Adermin, 25mg f-Alanin und 125y d,l-Pantothenséure. Diese 
Wuchsstoffzulage ist nicht absolut notwendig; der durch Biotin verursachte Wachs- 
tumseffekt wird auf diese Weise jedoch ausgepragter, und iiberdies scheinen unter 
diesen Umstanden die taglichen Testschwankungen etwas geringer zu sein. Ohne 
die Gegenwart von Biotin ist der EinfluB der Wuchsstoffzulage auf das Wachstum 
von Koningsgist bei unserem Test ohne Bedeutung. 


3. Unsere Standardlésung enthielt pro Kubikzentimeter 0,0005 y «-Biotin- 
methylester. Zu Anfang unserer Untersuchung war diese Biotinkonzentration 
notig, um bei der fiir den Test verwendeten Hefemenge (0,2 mg) das maximale 
Wachstum (400—500°/,) zu erzielen. Im Laufe unserer Arbeit beobachteten wir, 
da8 die Empfindlichkeit der Hefe fiir Biotin — vermutlich durch Verwendung 
anderer Grundstoffe bei der technischen Gewinnung — allmahlich zunahm und 
schlieBlich konnte das maximale Wachstum bereits mit 0,0003 y «-Biotin-methy]- 
ester erreicht werden. 


Isolierung von /-Biotin 


Veresterung. Die waBrige Lésung des Leberkonzentrats (0,5 Liter) wurde 
eingedampft, der Riickstand (23,5 g mit einem f-Biotingehalt von etwas iiber 
6mg) 1 Stunde im Vakuum bei 100° getrocknet und nach dem Abkiihlen in 
200 ccm absolutem Methanol aufgenommen. Die filtrierte Lésung haben wir zur 
Entferiiung der letzten Spuren Wasser nochmals im Vakuum zur Trockne gedampft, 
den Riickstand in 200 ccm absolutem Methanol gelést, das 5 Gew.-°/, Chlorwasser- 


11) Vgl. besonders die Verhaltnisse bei den Vitaminen der B-Gruppe. Beziig- 
lich des Biotins haben wir bereits in unserer 22. Mitt., H. 248, 194 (1936) auf 
gewisse Unterschiede zwischen Saugetieren und Végeln hingewiesen. 
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stoff enthielt. Nach Istiindigem Kochen wurde im Vakuum eingedampft und an- 
schlieBend die Veresterung in gleicher Weise wiederholt. Hierauf haben wir den 
gummiartigen Riickstand mit insgesamt 50 ccm Eiswasser ausgezogen und zu der 
Lésung in einem Scheidetrichter 100 ccm eisgekiihltes Athylacetat gefiigt. Die 
waBrige Schicht wurde mit Kaliumbicarbonat (etwa 9 g) schwach alkalisch gemacht 
und nach Abtrennung des ersten Extrakts noch 5mal mit je 100 ccm eisgekiihltem 
Athylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten Athylacetatausziige lieferten nach 
dem Trocknen iiber Natriumsulfat etwa 11,5 g Riickstand, der ungefahr 85°/, des 
urspriinglich vorhandenen f-Biotins in veresterter Form enthielt; der Gehalt betrug 
also 0,5 y B-Biotin-methylester pro Milligramm. Wie im theoretischen Teil bereits 


erwahnt wurde, fiihrte die mit diesem Produkt ausgefiihrte chromatographische 
Fraktionierung an Aluminiumoxyd nicht zum Ziel. 


Verseifung. Esterfraktionen aus verschiedenen Ansitzen wurden vereinigt 
und das Material (81,4 g mit einem Gehalt von 44 mg 6-Biotin-methylester) in 
250 ccm athylalkoholischer n-NaOH gelést. Nach halbstiindigem Erwarmen auf 
dem Wasserbad und Abkiihlen haben wir die sehr dunkel gefarbte Lésung mit 
4-n HCl angesaiuert und im Vakuum zur Trockne gedampft. Beim Aufnehmen in 
Wasser zeigte sich, da} ein betrachtlicher Anteil nicht in Lésung ging; offensichtlich 
handelte es sich bei diesen dunkelgefarbten G6ligen Produkten um noch nicht ver- 
seifte Ester. Wir haben deshalb nach Ansduern (Kongo) einige Male mit Chloro- 
form ausgeschiittelt, das nahezu die gesamten ,,Schmieren‘‘ aufnahm. Wahrend 
der Chloroformriickstand (27g) nur 0,5 mg f-Biotinester enthielt, lieferte die 
waiBrige Schicht nach dem Filtrieren und Eindampfen 66,8 g eines Produktes mit 
einem /-Biotingehalt von 43 mg. . 


Tswett-Fraktionierung an Kohle 


Bei der Verwendung von Norit (Merck) als Adsorbens macht sich die sehr 
geringe Filtrationsgeschwindigkeit nachteilig geltend. Wahrend Versuche mit 
Kohle-Sand-Gemischen ebenfalls nicht befriedigten, konnten die 
Schwierigkeiten behoben werden, als wir eine Siule nach neben- L—J_WoHe 
stehender Skizze zur Anwendung brachten. Durch die obere [f° 4—Seesand 
Sandschicht wurde das Aufwirbeln beim EingieBen der Lésung } 
verhindert, waihrend die untere als Filter wirkt. 


Adsorption und Elution wurde bei einem Druck von 33cm : 
70—80 mm Hg vorgenommen. Unter diesen Umstinden betrug Norit 
die Filtrationsgeschwindigkeit zu Anfang der Adsorption 45 ccm (1?¢m) 
pro Stunde; wahrend der weiteren Operationen sank sie auf 
10—15 ccm. 


Die Fraktionierung nahm folgenden Verlauf. Das Kon- WEES ¢ 
zentrat (125g mit einem /-Biotingehalt von 45 mg) wurde in K+ _eeere 
100 com Wasser gelést und die Lésung mit HCl versetzt bis zur / oie 





























eben kongosauren Reaktion. Hierauf haben wir die Lésung durch 

die oben skizzierte, mit 50g Norit (Merck) gefiillte Réhre 
 filtriert und hierauf nacheinander mit Wasser bzw. Aceton—Am- 
moniak eluiert, wobei insgesamt 8 Fraktionen getrennt aufgefangen und aus- 
gewertet wurden (vgl. Tab. I). 


Erste Tswett-Fraktionierung an Aluminiumoxyd 


Der Riickstand des Eluats 5 wurde auf die gebraiuchliche Weise verestert, 
zur Trockne gedampft und in 100 ccm alkoholfreiem Chloroform aufgenommen. 
Diese Lésung filtrierten wir bei gewéhnlichem Druck durch eine 22,5cm lange 
und 2,5cem dicke Saule von 100 g Aluminiumoxyd (Brockmann). Die Elution 
erfolgte entsprechend den Angaben von Tab. ITI. 
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Tabelle Il 
Tswett-Fraktionierung an Norit 

Eluat- | 8-Bio- 
. ; lick - Aktivitét pro mg 
Nr. Saule eluiert mit riick tin P - 
: pallor oslo |) eae Eluatriickstand 

in g jin mg 
1 | Wasser . 1000} 76,90} 1,92 | 0,025 y B-Biotin 
2 | Wasser . ‘ 750 4,00] 0,03 | 0,01 y f-Biotin 
3 | Aceton-Ammoniak T*) 200} 11,00] 0,75 | 0,06 y B-Biotin 
4 | Aceton-Ammoniak I*) 200 4,801 5,70 | 1,25 y 6-Biotin 
5 | Aceton-Ammoniak I*) 300 4,77135,80 | 7,5 y B-Biotin 
6 | Aceton-Ammoniak I*) 150 0,86} 0,45 | 0,5 yy £-Biotin 
7 | Aceton-Ammoniak I*) 150 0,75] 0,63 | 0,08 y £-Biotin 
8 | Aceton-Ammoniak 1**) 300 4,33] 0,10 | 0,025 y f-Biotin 

107,41 | 45,38 


*) Aceton-Ammoniak I pro Liter: 
25°/ sige (NH,)OH. 


**) Aceton—Ammoniak II pro Liter: 
25°/,ige (NH,)OH. 


600 ccm Aceton, 395 com Wasser, 5 ccm 


600 ccm Aceton, 350 ccm Wasser, 50 ccm 


Tabelle IIl 


Die Spitzenfraktion 5 diente fiir den folgenden Schritt. 


Adsorption an Aluminiumoxyd aus CHCl,-Lésung 
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Eluat- B-Bio- 

q Nr. Saule eluiert mit com| 78°%- 1 tin | A&tivitét pro mg 
j stand | Eluatriickstand 

z in mg|/2 mg 
3 1 | Chloroform 500} 1588 | 0,2 0,125 » B-Biotin 
2 2 | Chloroform 500] 212 | 0,025] 0,125 y B-Biotin 
| 3 }Aceton . . : 400} 803 | 26,8 33,0 y #-Biotin 
4 4 |90°/, Aceton ‘ 10°/, Methanol . . |100] 166 4,2 25,0 y f-Biotin 
3 5 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . [100] 130] 1,6 12.5 y B-Biotin 
| 6 | 90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 100 65 | 0,6 7,5 y B-Biotin 
Fi 7 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . 100 45 | 0,1 2,5 y P-Biotin 
2 8 | 90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . 400} 142] 0,15 1,25 y B-Biotin 
9|Methanol .. . 500} 1008 | 0,5 0,25 y B-Biotin 
10 | 80°/, Methanol-+-20°/, konz. (NH,)O OH} 500] 503 0,25 0,25 y B-Biotin 

4662 | 34,425 


Zweite Tswett-Fraktionierung an Aluminiumoxyd 


Die 3. und 4. Fraktion der vorigen Stufe wurden nunmehr aus einer 
Acetonlésung an Aluminiumoxyd adsorbiert. Die Lésung in 50 ccm gereinigtem 
=| Aceton filtrierten wir iiber 100 g Aluminiumoxyd; die Saule hatte die vorhin 
Die Einzelheiten itiber die Elution sind Tab. IV zu 


ie 
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Tabelle IV 


Adsorption an Aluminiumoxyd aus Acetonlésung 





























Eluat- B-Bio- ve 
Nr. Saule eluiert mit com| THK: | gin | ARHIVICRS pro mg 
stand | Eluatriickstand 
in mg| /2 mg 
S PACCOR 6 i. SO ea a eee 0,05 0,125 y B-Biotin 
2 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 100! 162 | 21,3 (130,00 y £-Biotin 
3 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 50} 35 8,2 |250,0 y f-Biotin 
4 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 50) 22,5] 1,0 40,0 y B-Biotin 
5 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 50] 20,0] 0,15 7.5  y B-Biotin 
6 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . | 50] 17,5] 0,1 6,25 y B-Biotin 
7 |90°/, Aceton + 10°/, Methanol. . . [100] 21,0] 0,1 5,0. y B-Biotin 
8 | 90°/, Aceton 4- 10°/, Methanol. . . [300] 47,0] 90,1 2,5 y B-Biotin 
9 | Methanol .. . . 1500} 68,5] 0,1 1,25 y B-Biotin 
10 | 80°/, Methanol+20°/, work (NH, 0 OH | 500] 108.5] 0,15 1,25 y B-Biotin 
962,0 | 31,25 
Krystallisation 


In der 2. und 3. Eluatfraktion, die zusammen in 197 mg Riickstand 29,5 mg 
der aktiven Substanz enthielten, schieden sich nach einiger Zeit Krystalle von 
f-Biotin-methylester ab. Das mit den Krystallchen durchsetzte Produkt wurde 
einige Male mit kleinen Portionen Athylacetat (insgesamt 2 ccm) ausgezogen, das 
etwa zwei Drittel des Riickstands mit fast allen braunen Begleitstoffen aufnahm. 
Der in Athylacetat unlésliche Anteil bestand aus farblosen, glanzenden Krystallchen 
die unter dem Mikroskop bei 158—160° schmolzen. Beim Umkrystallisieren aus 
Methanol-Ather zeigte sich, daB die Substanz noch nicht einheitlich war. Neben 
dem in Methanol leicht léslichen /-Biotinmethylester trat auch ein kleiner Anteil 
eines schwerer léslichen Stoffes auf, dessen quantitative Abtrennung durch Um- 
krystallisieren zu ziemlich groBen Verlusten gefiihrt hatte. Wir versuchten daher, 
die véllige Reinigung durch Darstellung des freien 6-Biotins zu erzielen. 


B- Biotin 


28 mg des auf die oben genannte Weise erhaltenen Methylesters wurden in- 
2ccm n-NaOH suspendiert; nach halbstiindigem Schitteln waren die Krystalle 
zum gréBten Teil gelést. Die Lésung wurde noch '/, Stunde bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt, filtriert und hierauf mit 3 n-HCl bis zur eben kongosauren Reaktion 
angesiuert. Das freie 6-Biotin schied sich in Form prachtiger farbloser Nadeln ab, 
die bei 226—228° schmolzen. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Wasser 
wurde der konstante Schmelzp. 232—-233° erreicht. Gesamtausbeute 20 mg. 


Analyse. (Hubers, Amsterdam). 


3,171 mg Subst. (bei 80° und 0,1 mm getr.): 5,70 mg CO, und 1,85 mg H,O. — 
2,464 mg Subst.: 0,246 ccm N, (26°, 775 mm). 


CicH,,O3N2S (244,3) Ber. C 49,16 H6,60 N 11,46 
Gd: , 0: , (2  . tia: 
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Spez. Drehung. 


3,0 mg Subst. in 906,2 mg 0,1 n-NaOH geldst; spez. Gew. 1,004; Temp. 21°; 
a =-+ 0,30° + 0,01° im 1 dm-Rohr. | 


[x]? =-+ 9]° -}- o. 


Veresterung 


12 mg freies §-Biotin wurden in 1 ccm absolutem Methanol gelést und bei 0° 
tropfenweise eine eisgekiihlte atherische Diazomethanlésung zugefiigt, bis die 
Gelbfarbung bestehen blieb; es war deutliche Stickstoffentwicklung zu beobachten 
Nach einer halben Stunde wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in 
mdéglichst wenig Methanol gelést und mit dem 10fachen Volumen peroxydfreiem 
Ather gefallt, wobei sich farblose Nadelchen abschieden. Der Schmelzp. lag bei 
163—164° (unter dem Reichertschen Mikroskop, wobei iiblicherweise die fiir 
den Apparat angegebene Korrektur beritcksichtigt wurde); weiteres Umkrystalli- 


sieren aus Methanol- Ather, sowie Sublimation im Hochvakuum hatte keine Ver- 
ainderung des Schmelzp. zur Folge. 


Spez. Drehung. 


5,3 mg #-Biotin-methy tester in 507,0 mg Chloroform gelést; spez. Gew. 1,489; 
Temp. 22°; « = 0,30° 4- 0.01° im 0,5 dm-Rohr. 


a- Biotin 
Spez. Drehung des freien «-Biotins: 1,8mg Subst. in 543,0 mg 
0,1 n-NaOH gelést; spez. Gew. 1,004; Temp. 219; « =-+- 0,17° + 0,01° im dm-Rohr. 
[a]2? =+ 51° + 3°, 


Spez. Drehung des «-Biotin-methylesters: 4,3 mg Subst. in 479,6 mg 


Chloroform gelést; spez. Gewicht 1,489; Temperatur 21°; « =+ 0,319 + 0,01° 
im 0,5 dm-Rohr. 


[a]! =+ 479 4 29, 
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Uber die Senkung des Grundumsatzes durch das braune 
Fettgewebe winterschlafender Igel und durch Prolan”) 


Von 
C. F. Wendt 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir med. Forschung, Institut fiir Pathologie) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20, April 1943) 


Die Frage nach jenen Wirkstoffen, mit deren Hilfe der Organismus imstande 
ist, den Effekt des Wechselspiels zwischen Hypophyse-Thyreoidea zu steuern, 
ist wiederholt Gegenstand ausfiihrlicher Untersuchungen gewesen. Den ersten 
Beitrag hierzu lieferte Moebius, dem es 1901 gelang, Hyperthyreosen durch ee 
Verabreichung von Blut zu bessern. Die Bestatigung und Erweiterung dieses 
Befundes fiihrte zu der Annahme, da8 im Blut eine antithyreoidale und eine anti- 
thyreotrope Schutzsubstanz vorhanden ist. 

Uber die Eigenschaften der antithyreoidalen Substanz gehen die Berichte 
sehr auseinander. Bisher konnte nicht einmal geklart werden, ob es sich um einen 
einheitlichen Wirkstoff handelt oder um eine Gruppe von Substanzen, die nach 
Wirkungsweise und Zusammensetzung -verschieden sind. Erschwerend fiir die Beur- 
teilung ist, da® nicht nach einer cinheitlichen Methode getestet wurde bzw. Me- 
thoden angewandt wurden, die, als einzige verwandt, keine sichere Aussage iiber 
die Beeinflussung der Schilddriise erlauben. So sind auch vielfach Giundumsatz- 
messungen unterlassen oder mit Mitteln ausgefiihrt worden, die unzureichend 
waren. Andererseits ist auch zu veranschlagen, dafg Hyperthyreosen durch un- 
spezifische Reiztherapie beeinfluBbar sind und manche der erzielten Wirkungen 
so zustande gekommen sein kénnen. 

Uber den antithyreotropen Schutzstoff haben wir sicherere Kenntnisse. 

Collip und Anderson!) fanden, da8 das Blut von Ratten, die langere Zeit mit 
thyreotropem Hormon behandelt waren, den Grundumsatz normaler Ratten 
senkte und weiterhin die Grundumsatzsteigerung durch thyreotropes Hormon, 
nicht aber durch Thyroxin, zu hindern vermochte. Die Deutung und Erweiterung 
dieser Befunde fiihrte zu der Annahme, da auch im normalen Serum ein anti- 
thyreotroper Wirkstoff in geringen Mengen vorhanden sei”), dessen Menge sich 
durch Behandlung mit thyreotropem Hormon erheblich steigern laBt?*). Der 
Entstehungsort des Schutzstoffes konnte nicht ermittelt werden. Diesbeziigliche 
Versuche fithrten nur zu der Erkenntnis, daB er in den untersuchten Geweben wie 
Nebenniere* *), Ovarium*®), Hypophyse’) und Schilddriise®) nicht anzutreffen ist. 
Kine Auswertung all dieser Beobachtungen, die uns genauere Kenntnis iiber den 
Wirkungsmechanismus der Antistoffe und ihre Wirkungsméglichkeiten im weiteren 
Sinne vermitteln sollte, konnte bisher nicht erfolgen, da das wirksame Material 
nicht in entsprechender Ronsenteasion und Reinheit gewonnen werden konnte, 
andererseits Entstehungsort und Wirkungsweise nicht klar ersichtlich waren. 

*) Diese Arbeit wurde im Juli 1939 fertiggestellt. Ihre Publikation ver- 
zogerte sich durch Gegebenheiten des Krieges. Eine vorlaiufige Mitteilung erschien, 
H. 249, IV (1937). 

1) Collip u. Anderson, Lancet 78, 784 (1934) u. J. of Physiol. 82, 11 (1934). 
— *) Collip,; J. Mount Sinai Hosp.1, 28 (1934). — *) Léser, Zbl. f. innere 
Med. 27, 592 (1936). — 4) Scowen u. Spencer, J. of Physiol. (Brit.) 86, 109 
(1936). — °) Léser u. Trokojus, Ber. Naturfor.-Ges. Freiburg 35, 211 (1937). 
— 6) Léser, Zbl. f. innere Med. 27, 585 (1936). — 7) Collip u. Anderson, 
Lancet 784 (1934). — *) Eitel u. Léser, A. Pth. 177, 739 (1935). 
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Die Vermutung, da8 der Regulationsmechanismus des Gesamtstoffwechsels 
im endocrinen System, soweit es uns schon bekannt ist, enthalten sei, daB also 
schon bekannten, innersekretorischen Organen eine weitere neue Funktion zuzu- 
schreiben sei, gab Veranlassung die Wirkung verschiedener Hormone und ent- 
sprechender Gewebsextrakte auf den Gesamtstoffwechsel zu priifen. Balo®) fand, 
da8 Pankreasextrakte die lipasevermindernde Wirkung des Thyroxins im Serum 
aufzuheben vermochten. Nitschke'® !") stellt aus Milz und Thymus grundum- 
satzsenkende Ausziige her, Magistris'*) beschrieb die Darstellung eines sowohl 
antithyreoidalen wie antithyreotropen Wirkstoffes aus der Hypophyse, wahrend 
Gottdenker**) aus dem Hinterlappen der Hypophyse eine dem thyreotropen 
Hormon antagonistische Substanz extrahierte. Ludany!*) fand nach reichlichen 
Parathhormongaben eine Verminderung des O,-Verbrauchs seiner Versuchstiere, 
wahrend Gessner?!®) durch Insulingaben und Doetsch!*) durch Leberfiitterung 
eine Hemmung der Thyroxinmetamorphose fanden. Alle diese Befunde wie auch 
viele andere, die hier nicht angefiihrt sind, konnten keine befriedigende Lésung 
der aufgeworfenen Frage geben. Wie schon erwaihnt, wurde auch hier nicht immer 
die Methodik umfassend genug gewahlt, andererseits bewiesen die erzielten Effekte 
zwar einen Einciiff in das empfindliche Gefiige des Stoffwechselablaufes, nicht 
aber das Inkrafttreten eines spezifischen physiologischen Dampfungsstoffes. 

Neue Gesichtspunkte brachten die Untersuchungen von Ohme!’), der eine 
Beziehung zwischen Nebenniere und Schilddriise nachweisen konnte. Es wurde 
festgestellt, daB das Nebennierenrindenhormon von Swingle und Pfiffner auch 
eine antithyreoidale Wirkung hat. Am Meerschweinchen (320—400 g) konnte 
durch Cortidyngaben (1 ccm p. d.) die durch gleichzeitige Thyroxingaben (0,1 mg) 
zu erwartende Stoffwechselsteigerung unterdriickt werden. Nach Elmer c. s.'%) 
1aBt sich auch durch Cortidyn die Wirkung des thyreotropen Hormons bis zu 
einem gewissen Grade unterdriicken. 


Die Beantwortung der Frage nach jenen Vorgingen, die im Organismus eine 
Dampfung des Gesamtstoffwechsels bewirken, die Erstellung einer Hypothese 
ihrer Wirkungsweise ist besonders schwierig, weil wir keinen Zustand kennen, der 
durch Uberfunktion dieses Dampfungsmechanismus gekennzeichnet ist und so 
eine genauere Betrachtung erlauben wiirde. Wir kénnen vielmehr nur auf Grund 
des maBvollen Einsatzes der Schilddriise auf seine Existenz bzw. bei krankhaft 
gesteigerter Tatigkeit dieses Organs in manchen Fallen auf sein Versagen schlieBen. 
Es erschien daher aussichtsreich den Winterschlaf zu studieren, der in seinen 
wesentlichen Ziigen durch eine allgemeine Herabsetzung der Lebenstiatigkeit 
gekennzeichnet ist. Da es hierbei auch zu einer erheblichen Herabsetzung des 
Grundumsatzes kommt, schien hier ein Zustand zu bestehen, der eine genauere 
Betrachtung jener, die Verbrennung herabsetzenden Vorginge erméglicht. Eine 
Zusammenstellung der Grundumsatzwerte von Winterschlifern findet sich bei 
Suomalainen’®), In diesem Zusammenhang sei auch die von Adler?®) erstmals 
beschriebene Riickbildung der Schilddriise winterschlafender Tiere im Sinne einer 
stark eingeschrankten Hormonproduktion erwahnt, ein Befund, der von Nach- 
untersuchern bis in die jiingste Zeit immer wieder bestatigt werden.konnte, wenn 
auch die Deutung, die Adler seiner Entdeckung gab, heute nur noch mit Ein- 
schrankung giiltig ist. 

Das Phanomen des Winterschlafes ist wiederholt in eingehenden Betrach- 
tungen untersucht worden. Die mannigfachen Verinderungen im K6rper des 


®) Balo, A. Pth. 165, 549 (1932). — 1°) Nitschke, Klin. Wschr. 11, 23 
(1929). — +4) Z. exper. Med. 65, 637, 651 (1929). — 1°) Magistris, Endocrinol 
11, 176 (1932). — '%) Gottdenker, Klin. Wschr. 1014 (1936). — 14) Ludany 
u. Lengyel, Bio. Z. 279, 233 (1935). — 15) Gessner, A. Pth. 127, 223 (1928). 
— 16) Doetsch, Bio. Z. 279, 233 (1935). — 17) Ohme, Klin. Wschr. 514 (1936). 
— 18) Elmer c. s. Soc. Biol. Paris, 118, 1334 (1935). — 1%) Suomalainen, 
Ann. Acad. Scient, Fennic, Serie A, Tom. 45, Nr. 2. — 2°) Adler, A. Pth. 86, 
159 (1920). 
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winterschlafenden Tieres und ihrer Erscheinungsformen lieBen ihre Entdecker 
zu einer Reihe verschiedener Theorien kommen, fiir die sich trotz der Fiille der 
wertvollen Beobachtungen ein gemeinsamer Nenner bisher nicht finden laBt. So 
werden als Ursache des Winterschlafes thermische Einfliisse?'), innersekretorische 
Leistungen?* 23) und zentralnervése Regulationen?*) neben anderen enger be- 
grenzten Hypothesen angenommen, Eisentraut charakterisiert den Stand 
unserer Erkenntnisse sehr treffend, indem er in seiner Studie iiber Winterschlaf, 
Winterstarre und Winterruhe*®) von dem Zusammentreffen eines ganzen Kom- 
plexes von Faktoren spricht, die durch ihr Zusammenwirken dem Tier die innere 
Bereitschaft zum Winterschlaf geben. Da es jedoch nicht das Ziel der vorliegenden 
Untersuchung ist, das Problem des Winterschlafes als solches zu behandeln, wird 

auf eine Darlegung und Diskussion dieser Fragen verzichtet und auf die Literatur 
den Winterschlafes verwiesen, die iiber eine Reihe von Monographien verfiigt*®, 
27,21, 28, 23,29 30,25,19) Fir die hier behandelte Fragestellung war es erstrebens- 
wert, jene Stoffe, die eine Herabsetzung aller Verbrennungen beim Winterschlafer 
bewirken, zu erkennen und auf Nichtwinterschlafer zu iibertragen. Es war dann 
weiter zu hoffen, daB die hierbei gewonnenen Erkenntnisse weitere Schliisse auf 
den Regulationsmechanismus des Stoffwechsels zulieBen. 


Bekanntlich besitzen alle Winterschlifer eimen paariggebauten, braun- 
gefirbten Fettkérper, dessen einzelne Lappen zwischen Nacken und 
Riickenmuskulatur liegen und mit ihren Ausliufern bis zur Axillargegend 
und zum Mediastinum vordringen. Sein gré8tes Volumen erreicht dieser 
Fettkérper Ende Oktober, um dann wihrend des Winterschlafes bis zum 
April sich fortschreitend zuriickzubilden und auch in seiner charakteristischen 
braunen Farbe abzublassen. Histologische und chemische Untersuchungen 
haben gezeigt, da dieses Gewebe in Struktur und Zusammensetzung von 
gewohnlichem Fettgewebe deutlich verschieden ist. Hansemann®?) glaubt 
auf Grund seiner histologischen Befunde, da8 es sich um ein innersekre- 
torisches Organ handele und prigte den Namen ,,Winterschlaforgan“. 
Die ersten Angaben iiber die chemische Zusammensetzung des _ ,,Winter- 
schlaforgans veréffentlichten Carlier und Evans®?). Andere Unter- 
suchungen stammen von Shattock?) und Feinschmitt®®). Neuere 
Untersuchungen*) widerlegten die Annahme Hansemanns, da es sich 
um eine innersekretorische Driise handele und zeigten, daB das ,,Winter- 
schlaforgan®“ zu dem sogenannten braunen Fett gehdért, eine Fettgewebs- 
art, die morphologisch eine Reihe von Besonderheiten bietet, jedoch auch 
bei nichtwinterschlafenden Tieren vorkommt. Eger**) berichtete in seiner 





21) Merzbacher, Ergeb. d. Physiol. 3, 214 (1904). — 2) Cushing u. 
Goetsch, J. of Exp. Med. 22, 25 (1915). Cushing u. Harvey, Proc. of Soc. 
Exp. Biol. a Med. 1125 (1913). — *3) Adler, Bethe u. a., Handb. Norm. u. 
Path. Physiol. 17, 105, Berlin. — **) Uiberall, Pfliigers Arch. 2384; 78 (19364). 
— *5) Eisentraut, Mitt. a. d. Zool. Mus. Berlin 1948 (1933). —- 26) Barkow, 
Der Winterschlaf u. seine Erscheinungen im Tierreich, Berlin (1846). — 27) Du- 
bois, Annal. de L’Univ. de Lyon 1 (1896). — 28) Polimanti Atti d. Soc. Ligust. 
di Se. nat. e Geograf. Genova $4 (1909). — **) Gorer, Biol. rey. of Cambridge 
Philos. Soc. 5, 213 (1930). — %°) Ferdmann u. Feinschmitt, Erg. d. Biol. 8, 
1 (1932). — *) Zitiert nach Morgulis, Hunger und Unterernahrung, Berlin 
1932. — **) Carlier u. Evans, J. of Anat. a Physiol. 38, 15 (1903). — *%) Shat- 
tock, Proc. of Roy. Soc. of Med. 2, 3 207 (1909). — %4) Hausberger u. 
Wassermann, Ges. f. Morphol. u. Physiol., Miinchen 24 (1932). 

$5) Eger, Klin. Wschr. 1083 (1938). 
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Studie iiber ,,.Die Fettorgane und ihre Bedeutung fiir den Stoffwechsel“, 
da8 das braune Fettgewebe des Interskapularkérpers der Ratte in der 
Versuchsanordnung nach Warburg einen 4mal so hohen O,-Verbrauch 
hat als das weiBe Fett. Ferner lieferte das braune Fett im Atmungsversuch 
nie einen respiratorischen Quotienten iiber 1. Auf Grund dieser Befunde 
neigt Eger dazu, dem braunen Fett eine besondere, noch zu klirende 
physiologische Bedeutung zuzuerkennen. 

Wenn nun auch das braune Fett des Winterschliafers nicht als ,,Winter- 
schlaforgan‘’ anzusprechen ist, so erschien es dennoch lohnend, es auf 
Grund seiner oben angefiihrten Besonderheiten auf seine physiologische 
Wirksamkeit zu untersuchen. In jiingerer Zeit gewonnene Erkenntnisse 
haben immer wieder gezeigt, das das Vorkommen bzw. das Entstehen 
physiologisch wirksamer Substanzen durchaus nicht immer an Gewebe ge- 
bunden zu sein braucht, die uns auf Grund ihrer morphologischen Struktur 
hierzu bestimmt zu sein scheinen. Der eingangs erérterten Fragestellung 


entsprechend wurde nun in erster Linie die Wirkung von Extrakten 


aus dem braunen Fett von Winterschlifern auf den Gesamt- 
stoffwechsel untersucht. 


Extraktgewinnung 


Als Ausgangsmaterial diente das braune Fett winterschlafender Igel. 
Die erforderlichen Tiere wurden noch im Sommer in ein groSes Freiluft- 
gehege eingesetzt, das fiir den zu erwartenden Winterschlaf zweckmifig 
hergerichtet war. Die Igel gewohnten sich gut ein und waren gegen Ende 
November alle im Winterschlaf, nachdem sie etwa 4 Wochen lang zuvor 
ihre Schlafplitze nur einmal am Tag verlassen hatten, um von dem reich- 
lich angebotenen Futter zu nehmen. Das Anbieten des Futters bis in den 
Winter herein erfolgte, um eine Gewiihr fiir ein spontanes, gleichsam zwangs- 
laufiges Einsetzen des Winterschlafes zu haben. Mitte Januar wurden die 
festschlafenden Tiere durch Nackenschlag getétet und aufgearbeitet. Dieser 
Termin wurde gewihlt, um einmal das braune Fettgewebe in méglichst 
reichlichen Mengen zu gewinnen, zum anderen, um sicher zu sein, daB die 
vermuteten Wirkstoffe tatsichlich auch in Kraft getreten waren und die 
ihnen zukommenden Aufgaben beim Winterschlaf versahen. 

Das braune Fett der Tiere wurde pripariert, in fliissige Luft ein- 
getragen und im Fleischwolf gemahlen. Es zeigte sich, da8 die wirksame 
Substanz dann mit 80°/,igem Aceton im Soxleth zu extrahieren war. 
Der hellgelbe Extrakt wurde eingeengt. Im Eisschrank setzte sich nach 
langerem Stehen eine hellgelbe Schicht ab, die von der dunkleren getrennt 
wurde. Der heller gefirbte Anteil erwies sich als nur schwach wirksam, 
wihrend im dunkleren Anteil der Wirkstoff angereichert war. Durch Ver- 
seifung mit alkoholischer Kalilauge wurde der Wirkstoff zerstért. 


Zahlreiche Versuche, den Extrakt weiter zu reinigen, fiihrten noch nicht zu 
befriedigenden Ergebnissen. Erschwerend bei der Beurteilung verschiedener 
Fraktionen wirkte, daB 1. nicht alle Igel ein gleichmaBig wirksames Ausgangs- 
material lieferten, 2. daB ahnlich wie bei der Applikation von Schilddriisenhormon 
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die Wirkung auf die Versuchstiere individuell verschieden war, 3. daB nicht 
ceniigend Material zur Verfiigung stand, um die erforderlichen groBen Versuchs- 
reihen zu bestreiten. 4. Ist selbst der Test am Grundumsatz der Kompliziertheit 
dieser Funkttion entsprechend in seinen Aussagen iiber die Qualitét eines am 
sxesamtstoffwechsels angreifenden Wirkstoffes nicht immer schliissig. 


Wirkung des Extraktes auf den Grundumsatz normaler Ratten 


Der Nachweis antithyreoidaler Substanzen kann im Prinzip genau so 
erfolgen wie der Nachweis des Schilddriisenhormons selbst. Als sicherstes 
Kriterium gilt die Wirkung auf den Grundumsatz, der in der thermisch- 
neutralen Zone mit laufender, gleichzeitiger Bestimmung des O,-Defizits 
und der CO,-Produktion gemessen werden soll. Die vorliegenden Unter- 
suchungen wurden mit dem Zeif{schen Laboratoriumsinterferometer**) aus- 
gefiihrt, das in der von Wetzel und Wendt’) angegebenen Modifikation 
benutzt wurde. Als Versuchstiere dienten weie Ratten eigener Zucht im 

xewicht von 120—220g. Bei den einzelnen Versuchsreihen wurden nach 
Moglichkeit wurfgleiche “Tiere zusammen verwandt, insbesondere Tiere aus 
demselben Wurf jeweils zur Kontrolle angesetzt. Die Tiere, die mit einer 
gleichmaiBig zusammengesetzten Standardkost**) gefiittert waren, wurden 
vorerst an die Apparatur gewohnt. Dann wurde ihr Ruhe-Niichternumsatz 
in mehreren Messungen an verschiedenen Tagen bestimmt. Tiere, deren 
Grundumsatz stark schwankte, wurden nicht verwandt. Der vom Lésungs- 
mittel befreite Extrakt wurde nach einer unmittelbar zuvor erfolgten 
Grundumsatzmessung in die Bauchhéhle injiziert (0,5—0,8 cem) und der 
Effekt am Grundumsatz, soweit das Verhalten der Tiere es erlaubte, laufend 
gemessen. Nach anfinglich starker Unruhe wurden die Tiere im Verlauf 
von 2—6 Stunden zunehmend apathisch und zeigten die aus Tab. 1 er- 
sichtlichen Grundumsatzerniedrigungen. 


Die friiher gewonnenen Ergebnisse*®) konnten damit bestiitigt werden. 
Den verschiedenen Verlauf der Senkungen zeigen die Kurven 1—9, die als 
die bezeichnendsten ausgewahlt wurden. Hiufig kam es nach einer kurz- 
fristigen Senkung zu einer Stoffwechselerhéhung, der dann die eigentliche 
Senkung folgte. Dieser ,,doppelte Effekt‘‘ kann sich auch im Verlauf 
mehrerer Tage abspielen (Tier 1012, 1018). In einigen Fallen wurde der 
tiefste Punkt der Senkung erst nach etwa 24 Stunden erreicht. Nach Er- 
reichen des tiefsten Grundumsatzwertes kam es in der Regel wieder zu 
einem langsamen Ansteigen der Werte, so dai} der alte hohe Umsatzwert 
allmaihlich erreicht bzw. iiberschritten wurde (Tier 792, 959, 945, 1018). 
Die hierzu bendtigte Zeit war, wie aus den Kurven zu ersehen, sehr ver- 
schieden. Bei einem Teil der Versuchsreihe blieben die nach der Senkung 
wieder ansteigenden Werte nun unter dem friiheren Niveau bzw. zeigten 
im weiteren Verlauf wieder fallende Tendenz (Tier 883, 791, 943). Bei 
einem anderen kleineren Teil wurde sofort ein tiber den urspriinglichen 


26) Wollschitt, Bothe u. a., A. Pth. 177, 635 (1935). — °”) Wetzel u. 
Wendt, Verh. Siidw. deutsch. Physiolog. Kongr. 1938. — °%) Wetzel, A. Pth. 
179, 91 (19385). — %*) Wendt, H. 249, 4 (1937). 
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Werten liegendes Niveau erreicht und auch gehalten (Tier 884). SchlieB- 
lich unterliefen vereinzelte Tiere, die auf die Injektion mit einer Grund- 
umsatzsteigerung reagierten. 
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Fig. 8 und 9 


Erlauterung zu Tabelle 1 


Die Versuchstiere dieser Versuchsreihe waren wie oben ausgefiihrt aus- 
gewihlt. Alle Grundumsiitze wurden in Schlafperioden ermittelt, in denen 
das betreffende Tier entweder zusammengekauert mit eingezogenem Kopf 
ruhte oder véllig entspannt auf der Seite lag. Es sollte hierdurch der Ein- 
flu8 der Motorik auf den Grundumsatz weitgehendst ausgeschaltet werden. 
Diese MeBanordnung entspricht allerdings nicht restlos den Bedingungen 
des Ruhe-Niichternumsatzes, der eigentlich nur in einer Ruheperiode und 
nicht wihrend des Schlafes gemessen werden soll. AuBerdem verliuft im 
Schlaf, wie wir stets mehr oder weniger ausgesprochen fanden, die CO,- 
Abgabe in rhythmischen Wellen, die auch in ganz geringem MafBe in der 
Kurve des O,-Verbrauchs nachzuweisen sind. EKiner allmihlich immer 
geringer werdenden CO,-Ausschiittung entspricht ein Anwachsen der CO,- 
Spannung im Blut, worauf, nachdem der Reizschwellenwert des Atem- 
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zentrums erreicht ist, ein Abrauchen der CO, erfolgt. Dieser Vorgang wieder? 
holt sich dann periodisch. Zur Berechnung des Grundumsatzes ist es da- 
her notwendig, eine derartige Periode in ihrer ganzen Linge auszumitteln, 
da die Strecken, die mit ihren niederen CO,-Werten jener voriibergehenden 
CO,-Retention entsprechen, nicht den tatsichlichen, sondern einen zu 
niedrigen respiratorischen Quotienten liefern, der dann auch iiber den 


calorischen O,-Wert in die Grundumsatzberechnung eingeht und diese 
verringert. 



































Tabelle 1 
Abs. Gu i; Abs. Gu 
, cal/ Gu./ oD W = cal/ Gu. 0 
Rattel o4 sta./| B-@ | Gew. | Dauer |oasta/| B® oa Tes 
keg Std. ke 
774 1966 0,78 163,8 4 1536 0,69 128,0 — 22 
775 3188 0,74 167,8 + 2413 0,68 127,0 — 20 
803 1692 0,74 155,2 24 1383 0,72 126,9 — 18 
802 2130 0,70 142,0 4 1899 0,69 126,6 —Il1 
791 1583 0,70 131,9 + 1230 0,68 102,5 — 22 
801 1666 0,71 127,1 4 1925 0,72 146,9 +15 
792 1695 0,73 136,7 24 1105 0,69 89,1 — 35 
792 2212 0,72 130,1 8 1536 0,72 90,0 — 30 
792 2261 0,83 133,0 4 1598 0,71 91,3 — $1 
883 2770 0,71 136,3 4 0,68 111,9 -- 18 
884 2766 0,70 132,7 4 2490 0,69 118,0 — jt 
885 2405 0,72 114,5 9 2230 0,73 100,0 —18 
896 2324 0,77 121,3 5 2075 |° 0,67 107,5 —Iil 
945 2259 0,74 132,4 40 1609 0,70 96,4 — 27 
945 2493 0,71 119,3 5 1940 0,69 91,0 — 24 
945 2125 0,71 140,7 8 1699 0,69 112,5 — 80 
959 2128 0,72 168,9 6 1829 0,72 145,2 —14 
1018 2401 0,72 156,7 + 1833 0,64 116,7 — 25 
1014 1947 0,71 102,5 5 1785 0,67 93,9 -- 9 
1012 2056 Q,72 152,3 4 1729 0,69 128,1 — 16 
1043 2145 0,73 136,6 a3 1509 0,69 96,1 — 80 
1045 1709 0,72 117,9 20 1482 0,67 148,2 — 16 
1016 2439 0,74 161,4 6 2695 0,74 179,3 +10 
887 2346 0,76 132,1 5 2516 0,73 139,0 + 5 





Die Ventilation wurde so eingestellt, da der CO,-Gehalt des Tier- 
kastens, dessen Temperatur auf 28°C konstant gehalten wurde, nicht iiber 
0,9°/, betrug. Andererseits wurde dieser Wert auch nicht wesentlich unter- 
schritten, um fiir CO,-Produktion und O,-Defizit méglichst deutliche Aus-_ 
schlige zu erhalten. 

Es zeigte sich, dai sich der Dimpfungseffekt am schlechtesten bei 
Tieren produzieren liSt, die von Natur einen sehr niederen Grundumsatz- 
wert haben. Umgekehrt lassen sich Tiere, die normale bzw. leicht erhéhte 
Grundumsitze haben, ergiebiger beeinflussen. Die Tatsache, da8 die er- 
zielten Grundumsatzerniedrigungen in ihren gré8ten Ausmafen nur kurz- 
fristig bestehen, ist verstiindlich, wenn man in Rechnung stellt, daB der 
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Organismus bestrebt ist, an seinem Grundumsatz als der optimalen und 
wirtschaftlichsten Existenzgrundlage festzuhalten. Je niedriger dieser Wert 
schon ist, um so zaher wird an ihm festgehalten. Die nach der Injektion 
des Extraktes zunichst erfolgende Grundumsatzsteigerung bzw. die nach 
schon eingetretener Senkung fiir kurze Zeit auftretende Steigerung ist wohl 
als der Versuch einer kompensatorischen Titigkeit der Schilddriise auf- 
zufassen, die dann im weiteren Ablauf erlahmt. Ob der weitere Verlauf 
der Grundumsatzkurven noch durch Extraktwirkung bedingt ist, ist nicht 
sicher, da die Umsatzwerte einiger Kontrollen neben dem typisch regel- 
maBigen Verhalten (Tier 962, 960) Fig. 10 sogar innerhalb von 14 Tagen 
starke Spontanschwankungen zeigten (Tier 893, 949), Diagramm 11—12. 
Um die Spezifitat der Extraktwirkung sicherzustellen, wurde einigen Tieren 
zur Kontrolle teils Olivendél, teils Lebertran oder Ringerlésung sowie auch 
eingeengter Acetonextrakt aus dem Abdominalfett weiBer Ratten in die 
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Fig. 10 und 11 


Bauchhohle injiziert. Diese Behandlung hatte keinerlei Wirkung auf den 
Grundumsatz. 


Besondere Beachtung verdient der respiratorische Quotient der mit 
Extrakt gespritzten Tiere, der waihrend des Effektes auffallend niedrig 
liegt. Dem herabgesetzten O,-Verbrauch entspricht also eine verhiltnis- 
miBig noch mehr verminderte CO,-Abgabe. Auch im Winterschlaf werden 
von vielen Forschern iibereinstimmend sehr niedere respiratorische Quo- 
tienten gefunden, die noch unter dem Fettwert legen. Die methodisch 
sichersten Werte stammen von Nagais*®), der bei Igeln respiratorische 
(uotienten bis zu 0,61 ma. Hari*!) will diese Tatsache mit der Annahme 
erkliren, daf$ im Winterschlaf auBer CO, noch andere C-haltige Verbin- 
dungen (Acetonkérper) entstehen. Die Deutung fiir die vorliegenden Ver- 
suche soll an spiterer Stelle erdrtert werden. 


Wirkung auf den Grundumsatz von Ratten, die mit Thyroxin 
bzw. thyreotropem Hormon vorbehandelt waren 
Die Wirkung des Extraktes wurde auch am Thyroxintier unter- 


sucht. Die Tiere erhielten 5 Tage lang je 1 mg Thyroxin pro Kilogramm 


49) Nagais, Z. allg. Physiol. 9, 243 (1909), 
41) Hari, Pfliigers Arch. 180, 112 (1909) u. Bio. Z. 118, 89 (1909). 
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subcutan, nachdem zuvor der Normalgrundumsatz festgestellt war. Am 


6. Tage wurde der Grundumsatz erneut gemessen und anschlieBend der 
Extrakt intraperitoneal injiziert. meat 

Es zeigte sich nun, da die mit SSSSSRRSSSSESS Ul LELIO}OY 
Thyroxin . vorbebanaelten Ticte CU 
auSerordentlich empfindlich gegen | 
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den Wirkstoff sind. Dosierungen 
von 0,8 ccm, die vom Normal- 
tier anstandslos vertragen werden, 
fiihrten fast ausnahmslos zum 
Tode. Hierdurch schrumpfte die | 
Versuchsreihe sehr zusammen, so_ | 
da8 iiber die Wirkungen am | 
Thyroxintier nur spirliches Mate- = | 
| 
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rial zur Verfiigung steht, das 
auch nur tiber die Wirkung ge- | 
ringer Dosen des Extraktes aus- [ 
sagt. Trotzdem ist auch hier ein 
deutlicher Effekt ersichtlich, der 
in eimem Fall (Tier 1049) nahe- 
zu zur Aufhebung der Thyroxin- 
wirkung fithrte. Die weitere Beob- 
achtung zeigte ein langsames Ab- 


fallen der noch gesteigerten Stoff- | we 
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wechselwerte bis zur Norm, das 
dem hinlinglich bekannten Ab- } 
klingen der Thyroxinwirkung ent- —{[ cy 
spricht. Die schlechte Vertrig- [| \ : ‘ 
lichkeit der mit Thyroxin vor- | 
behandelten Tiere fiir den Wirk- 

stoff ist wohl im _ wesentlichen . \ 
Ausdruck der hohen Empfindlich- — [ ' H 
keit, die Thyroxintiere gegen- — 
iiber jeglichen Eingriffen zeigen.  [ eo eee 
Andererseits ist auch denkbar, \ $ 

da8 die gewaltsame Bremsung des sf \ 
eben durch Thyroxin angefachten | ae 
Stoffwechsels eine untragbare Bee fF . \ 
lastung fiir den Organismus dar- S&SR88SRRSSSRS 
stellte. B us jyoimay 
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Erlauterung zu Tabelle 2 und 38 


Die zu diesen Versuchsreihen verwandten Tiere wurden mit den 
Thyroxintieren gegeniiber notwendigen Kautelen behandelt. Sie wurden 
fir die Dauer der Vorbehandlung mit Thyroxin bzw. thyreotropem Hormon 
+m Versuchszimmer selbst in einem Wirmschrank gehalten, dessen Tem- 
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peratur sich zwischen 26 und 28°C regulierte, Futter wurde nach Belieben 
reichlich angeboten, jede Beunruhigung der Tiere wurde vermieden. | 

Die Versuche an mit thyreotropem Hormon vorbehandelten 
Tieren verliefen insofern unbefriedigend, als es nicht gelang, durch dieses 
Hormon die zu erwartende Stoffwechselsteigerung in der erforderlichen 
RegelmaBigkeit zu erzielen. 

Die Tiere erhielten, nachdem ihr Normalgrundumsatz zuvor in meh- 
reren Messungen festgelegt war, 5 Tage lang 40 MSE. thyreotropes Hormon 
pro Kilogramm Ké6rpergewicht. Am 7. Tag wurde der Grundumsatz erneut 
festgestellt und nach Injektion des Extraktes erneut gemessen. Auch hier 
war ein deutlicher Dimpfungseffekt nachweisbar. Soweit nach dem Ver- 
such noch eine Stoffwechselsteigerung bestand, klang diese charakteristisch 
ab. Wurde eine Senkung gegeniiber dem Ausgangswert erzielt, so kehrte 
der Stoffwechsel in der oben beschriebenen Weise zur Norm zuriick. Das 
Verhalten des respiratorischen Quotienten bot im Gegensatz zu den Ver- 
suchen am Normaltier, sowohl bei den mit Thyroxin wie auch mit thyreo- 
tropem Hormon behandelten Tieren, nichts Besonderes. 










































































Tabelle 2 
A B. Tgl. 1,5 mg Thyroxin C. 2—8 Std. nach Injekt. 
‘ kg 6 Tage lang v. 0,5 com des Extraktes 
| cai/kg |.) ; Cal/kg 3 Cal/kg 
Tier | Cal in : Cal in Cal in as 
“ cath Qt B.- 431n.Q.] K.- [4 % r-Q.1 K.- | 4% 
9 / 
Nr. |24Std. ae: 4 Std. peed 0924 Std. a . 
1049 | 1934 | 0,73 | 120,1 | 3569 | 0,74 | 184,9 |}4+-35 | 2451 | 0,76 | 127,0 | — 31 
1050 | 2188 | 0,74 | 127,2 | 3487 | 0,73 | 192,0 | + 34] 2808 | 0,74 | 156.0 | — 19 
1058 | 1589 |} 0,74 | 142,7 | 3426 | 0,76 | 251,9 1+ 43] 2351 | 0,69 | 172,9 | — 31 
1052 | 2196 | 0,73 | 121,3 | 3575 | 0,75 | 210,5 | 4+ 43 | 2419 | 0,73 | 142.3 | — 33 
1056 | 2227 | 0,74 | 126.5] 3246 | 0,77 | 179,5 |+ 29 | 2527 | 0,75 | 138,4 | — 23 
Tabelle 3 
A B. Tgl. 40 MSE. thyreo- C. 2—8 Std. nach Injektion 
‘ tropes Hormon 5 Tage lang v. 0,5 com des Extraktes 
: 4 Cal/ke |... - Cal/ke Cal/ke] 
Tier | Cal in i Cal in ; Cal in ; 
Nr. [24 Sta] ®-@-| K- basta}®-@] B- 14 obo sta] RO] K- [4 Yo 
Gew. Gew. Gew. 
1113 | 1583 |.0,78 | 143,9 | 2151 | 0,76 | 143,4/4+ 0] 1489 | 0,70] 95,9] —33 
1115 | 1938 | 0,78 | 163,4 | 3142 | 0,86 | 240,3 | + 32 | 2846 | 0,84 | 200,4 | —17 
1118 | 1762 | 0,83 | 135,5 | 2360 | 0,89 | 147,5|-+ 8 § 1856 | 0,80] 116,0 | — 22 
1119 | 1739 | 0,84 | 139,1 | 2214 | 0,86 | 147,0] + 54 1411 | 0,72] 94,1] — 36 
1110 | 1937 | 0,75 | 146,7 | 2069 | 0,85 | 129,3 | — 12] 1795 | 0,81] 112,2] —13 























Versuch einer Dauerbehandlung am Normaltier 


Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigten die Wirkung des Extraktes 
auf den Grundumsatz nach einmaliger Applikation einer gré8eren Dosis. 
Diese Form der Anwendung wurde zunichst gewihlt, um den Nachweis 
der Wirksamkeit des Extraktes iiberhaupt durch Erzeugung evidenter 





Bd. 279 (1943) | Uber die Senkung des Grundumsatzes usw. 163 


Effekte sicherzustellen, Aus diesem Grunde war auch die antagonistische 
Wirkung zum Thyroxin und zum thyreotropen Hormon an Tieren unter- 
sucht, die mit sehr reichlichen Dosen dieser Hormone vorbehandelt waren. 
Dementsprechend konnten die erzielten massiven Effekte keinen sicheren 
Beweis fiir eine physiologische Wirkungsweise erbringen, da sie entweder 
einen Angriff auf das Stoffwechselgleichgewicht darstellten, dessen Er- 
haltung und Wiederherstellung der Organismus bestrebt sein muBte, oder 
auch einem vorausgegangenen Eingriff am Stoffwechsel entgegenarbeiten 
sollten. Die Vermutung, einen Wirkstoff in Hianden zu haben, der zwar 
beim winterschlafenden Tier besonders reichlich vorhanden ist, aber auch 
zum Bestand anderer Organismen gehéren kénnte, war jedoch auf Grund 
einiger Tatsachen und Beobachtungen naheliegend. Das Vorkommen des 
braunen Fetts bei den Nagern und seine reiche Innervation ist bekannt#?), 
Nach Cramer**) u.a. kommt das braune Fett beim menschlichen Foetus 
in ahnlicher Verteilung wie beim Winterschlifer bis zum 6, Monat des 
Embryonallebens vor, um sich dann in weiges Fettgewebe umzubilden“), 
Da nun der Foetus einen verhiltnismaBig sehr geringen O,-Verbrauch hat”), 
kann vermutet werden, daB hier dasselbe Prinzip wie beim Winterschlifer 
wirksam ist. Diese herabgesetzte Wairmeproduktion ist sogar noch bei 
Friihgeburten nachweisbar, die die Standardwerte fiir den Grundumsatz 
neugeborener Kinder (nach der von Benedict und Talbot aufgestellten 
Formel) erst nach Ablauf der Tage erreichen, um die das Kind zu friih 
auf die Welt kam**). Der verinderten Stoffwechsellage des extrauterinen 
Lebens entsprechend kann dann spiater jene Stiatte gréferer Anreicherung 
des stoffwechseldimpfenden Wirkstoffes aufgegeben werden. 

Unter diesen Voraussetzungen wiirde folgen, daB das braune Fett im 
Mechanismus der Stoffwechselhemmung nur eine sekundire Rolle im 
Schatten eines iibergeordneten Prinzips spielt. 3 , 

Um nun die vermutete physiologische Wirkungsweise zu illustrieren, wurde 
versucht durch mehrfache kleinere Gaben des Extraktes eine allmahliche und 
langer bestehende Senkung des Stoffwechselniveaus zu erzielen. Diese Versuchs- 
anordnung fiihrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis, da auch der Grund- 
umsatz der Kontrollen sich auf die K6rperoberflachen bezogen im langeren Zeit- 
raum stindig langsam senkte. Da diese Senkung verschieden ergiebig erfolgte, 
war eine sichere Aussage iiber die behandelten Tiere (Ratten mit dem Anfangs- 
gewicht um 180g) nicht méglich. Auf eine Wiedergabe dieser Versuchsreihe wird 
daher verzichtet. Dieses spontane Herabsinken des auf das K6érpergewicht be- 
zogenen Grundumsatzes heranwachsender Normalratten ist aus den Diagrammen 


(12, 13) ersichtlich. Das im Vergleich zur Kalorienzahl unverhaltnismaBig schnellere 
Zunehmen des Kérpergewichtes wird hier veranschaulicht. 


Aub und Dubois haben solche Beobachtungen auch am heranwachsenden 
Menschen gemacht, wobei die Grundumsatzwerte auf die Oberflache bezogen 
wurden. Zum Verstindnis dieses Phinomens scheint folgende Uberlegung geeignet. 
Bekanntlich ist der Grundumsatz = Warmebildung im Ruhe-Niichternzustand 
unter Ausschaltung der chemischen Warmeregulation (Kraus). Hierin sind alle 





42) Hausberger, Z. f. mikroskop. anat. Forsch. 36, 231 (1934). — 4%) Cra- 
mer, Brit. J. of exp. Pathol. 1, 184 (1920). — 44) Hiibschmann, Verh. deutsch. 
path. Ges. 19, 236 (1923). — 4°) Haselhorst u. Stromberger, Zbl. Geburtsh. 
102, 16 (1932). — 4%) Talbot c.s., Am. J. Dis: child. 26, 29 (1923). 
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Energieleistungen des Kérpers, soweit sie nicht durch Leistungszuwachs entstehen, 
enthalten, wie z. B. auch die Erneuerung des Zellbestandes. Nun volibringt der 
heranwachsende Koérper im Gegensatz zum ausgewachsenen noch eine zusatzliche 
Leistung auch im Niichtern-Ruhezustand, nimlich die kontinuierlich fortschrei- 
tende Vermehrung seiner Substanz. Diese Deutung wird allerdings rechnerisch 
betrachtet den Verhaltnissen nicht ganzlich gerecht. 

Neben der Senkung des Grundumsatzes wurden noch einige andere 


Wirkungen des Extraktes auf die Versuchstiere beobachtet. 


Wirkung auf den Kreislauf und die Korpertemperatur 


Uber die Wirkung auf den Kreislauf des Kaninchens, Senkung des 
Blutdrucks und Verminderung der Pulsfrequenz wurde schon berichtet®®). 
An der weifen Ratte lief sich durch intraperitoneale Injektion des Extraktes 
eine Temperatursenkung erzielen, tiber deren Ergebnis Tab. 4 unterrichtet. 
Die Normaltemperatur der Versuchstiere wurde durch rektale Messung an 
zwei Vortagen (am Vormittag und Abend) ermittelt und dann der Extrakt 
(0,8 ccm) nach unmittelbar zuvor erfolgter Temperaturmessung injiziert. 
Die erniedrigten Temperaturen erreichten dann im Verlauf weiterer 
5 Stunden wieder die normale Schwankungsbreite. Die am Kreislauf und 
an der K6rpertemperatur erzielten Wirkungen fiigen sich zwanglos in den 
Rahmen der eingangs erérterten Hypothese. 


Tabelle 4 























bs Temp Temp. Maximale 
Hier Nr. in ° in ° Differenz 
1280 33,7 2—4 Std. nach at,2 ~ Bib 
1283 34,7 Injektion v. 31,2 i 3,5 
1286 35,3 0,5—0,8 com 33.0 — 2,3 
1287 34,2 des Extraktes 32,7 — 1,5 
1289 35,2 2,5 — 2,7 
1281) 28 35,1 36,3 1,2 
1284 ri 36,1 36,5 + 0,4 
1288 | 4 £ 36,3 35,8 — 0,5 














Allgemeinwirkung hoher Dosen des Extraktes 


Weitere Versuche an der weiBen Ratte zeigten, daB die Tiere auf héhere 
Dosen (1—1,5 ccm bei 150—190 g) mit deutlichen Vergiftungserscheinungen 
wie Krimpfen bzw. Krimpfen und anschlieBendem Tod reagierten. Das 
Bild dieser Krampferscheinungen lie} zunichst an eine Stérung des Ca- 
Stoffwechsels im Sinne einer Tetanie denken. Etwa 11/, Stunde nach der 
Injektion konnte man ein stoBweises Vibrieren der Riickenmuskeln fest- 
stellen. Der Gang der Tiere wurde unsicher und steif. An der Nackenhaut 
emporgehoben, zeigten sie einen feinschligigen, sehr frequenten Tremor 
der -Extremititen. Dann folgte ein Stadium heftigen Zitterns, wobei sich 
die Tiere krampfhaft am Kifigboden festzukrallen versuchten. Von Zeit 
zu Zeit wurde der Kérper durch heftige einzelne Sté8e erschiittert, die das 


Bd. 279 (1943) | Uber die Senkung des Grundumsatzes usw. 165 


steif und hochbeinig dastehende Tier gleichsam in die Héhe hoben. Wurde 
die tédliche Dosis gegeben, so folgte hierauf zunichst ein Stadium volliger 
Apathie, in dem die Tiere erschépft auf der Seite lagen, nur noch miihsame 
Kriechbewegungen mit Hilfe der Vorderbeine und des Rumpfes vornahmen, 
wobei die Hinterbeine wie gelihmt nachgezogen wurden. Krampfartige 
Zuckungen traten nur noch vereinzelt auf. Diesem Zustand folgte dann 


der Tod. Die vermutete Stérung im Ca-Stoffwechsel hitte wieder in Parallele. 


zu dem Verhalten der Winterschlifer gestanden, deren Ca-Spiegel wihrend 
des Winterschlafes deutlich erniedrigt ist?*). Die nach der Methode von 
Cramer und Tistall durchgefiithrte Ca-Bestimmung im Serum unserer 
Tiere gab jedoch keinen Anhalt fiir das Vorliegen einer Tetanie. Die im 
Durchschnitt gefundene leichte Hrniedrigung des Ca-Spiegels der be- 
handelten Tiere gegeniiber den Kontrollen reichte nicht aus, um einen 
Zustand wie den eben geschilderten zu begriinden. 


Wirkung auf den Blutzucker der weifen Ratte 


Auch die Wirkung des Extraktes auf den Blutzucker lieB eine Be- 
ziehung zu den Verhiltnissen des Winterschlafes vermissen. Wiahrend bei 
letzterem eine Erniedrigung des Blutzuckers besteht'®), war im Versuch 
an der Ratte stets eine deutliche Erhéhung zu finden. Aus Tab. 5 sind 
Dosis des Priparates, Einwirkungsdauer und Wirkung auf den Blutzucker 
ersichtlich. Im Harn der mit dem Extrakt behandelten Ratten waren 
auch nach angemessener Frist Zucker oder Acetonkérper nicht nachweisbar. 


Tabelle 5 


Blutzucker nach Hagedorn-Jensen; Injektionen intraperitoneal 














eee Blutzucker Ratte Blutzucker Ratte a 
mg-°/, mg-°/, ae mg-°/, 
1049* 261 22* 171 23 104 
1050* 231 24* 160 27 101 
3% 298 25* 173 287 136 
4* 230 26* 171 297 130 
10* 177 g** 117 30** 109 
Shag 155 | 9 108 31 107 
16* 167 12 108 324+ 124 
li* 151 13 102 33TT 127 
is* 144 14+ 125 344+ 1255 
19* 180 15°? 128 
21* 204 20 120 
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1—3 Stunden nach 0,5—0,8 com des Extraktes ** 1.0 ccm Lebertran 
+ 1 cem Olivendl Tt 1 ccm Ringerlésung 


Diese Befunde sind im wesentlichen wohl als Begleiterscheinungen der 
gleichzeitig bestehenden Magnesiumvermehrung im Blut aufzufassen, die 
spiter noch besprochen werden soll. Die Deutung der Blutzuckererhéhung 
im Zusammenhang mit der gleichzeitig bestehenden Grundumsatzsenkung 
und der Erniedrigung des respiratorischen Quotienten ist ungewi8. Denk- 
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bar wire, daB die Mehrausschiittung des Zuckers zur Kompensation des 
gewaltsam erniedrigten Grundumsatzes dienen soll, auf den der Organismus 
als auf eine Bedrohung seines Existenzoptimums zu reagieren versucht. 
Er ist damit bestrebt, die allgemeine Hemmung seiner Oxydationen durch 
reichliches Angebot eines Calorienspenders zu beseitigen. Da8 dieser Ver- 
such zunichst ein vergeblicher Protest bleibt, zeigt der Verlauf der dennoch 
gleichzeitig stattfindenden Grundumsatzsenkung sowie die Werte der respi- 
ratorischen Quotienten, aus denen ersichtlich ist, da® tatsichlich nur eine 
iuBSerst sparsame Verbrennung bei Einbeziehung der Fettreserve stattfindet. 


Wirkung auf das Serummagnesium der weifen: Ratte 


Neuere Untersuchungen Suomalainens*®4%5°) gaben Veranlassung, das 
Verhalten des Serummagnesiums der behandelten Tiere zu untersuchen. 8. hatte 
festgestellt, dafS der Mg-Gehalt des Serums des Igels waihrend des Winterschlafes 
erhéht sei und da diese Erhéhung sich proportional zur Schlaftiefe verhielte. 
Auch im taglichen Normalschlaf des Igels konnte eine Erhéhung der Mg-Werte 
gegeniiber dem Wachzustand gefunden werden. Der Ca-Spiegel blieb indessen 
unverandert, so daB sich der Quotient Ca-Mg anderte. Des weiteren gelang es 8. 
durch Injektionen von MgCl,-Lésungen Igel in einen Zustand zu versetzen, den 
er als ,,kiinstlichen Winterschlaf‘* bezeichnet. Die hierbei auftretende Mg-Hyper- 
glykimie wurde durch gleichzeitige Insulingaben kompensiert. Diese an den nicht 
vorbehandelten Tieren erhobenen Befunde eréffnen fiir die physiologische Be- 
deutung des Serum-Mgs neue Perspektiven. 

Uber die Aufgaben des Mg und sein Verhalten im Korper wissen wir bisher 
sehr wenig. Sicher ist, daB der Mg-Spiegei durch Hypophysenvorderlappenextrakte 
erhéht werden kann, wobei es zu keiner Mehrausscheidung des Mg kommt**), ferner 
da®8 durch Mg-I{nfusionen der Blutzucker erhéht wird. Eine weitere Beziehung 
zum KH-Stoffwechsel stellte Franke®*) fest, der durch Infusion von Magnesium- 
glykonat eine Erhéhung der Glykogenwerte im Muskel und in der Leber fand, die 
auch bei gleichzeitigen Adrenalingaben zustande kam. 
































Tabelle 6 
Versuchstier Kontrolltier 
Tier Nr. |Mgin mg-°/,] ier Nr. | Mg in mg-°/, 

1351 4,8 1350 3,4 
1352 3,7 1354 3,0 
1349 2—4 Std. nach 6,1 1335 2,8 
1336 | Injektion von 5,6 1338 3,0 
1337 0,5—0,8 ccm 6,3 1343 3,1 
1339 des Extraktes | 5,8 1345 3,3 
1349 | 6,4 

1342 / a 


Nachdem Suomalainen durch seine Untersuchungen gezeigt hatte, 
da die Erhéhung des Mg-Spiegels zu den Kriterien des Winterschlafes 
gehért, konnte vermutet werden, da8 auch die AuBerungen einer herab- 
gesetzten Lebenstitigkeit, die an der Ratte durch Injektion des Extraktes 





48) Suomalainen Nature 141, 471 (1938). — 4%) Suomalainen Suomen kemi- 
stilekti 11, 25 (1938). — °°) Suomalainen Suomen kemistilekti 11, 29 (1938). 
51) Cannavo Bio. Z. 245, 234 (1932). — 5*) Franke, A. Pth. 174, 727 (1934). 
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erzielt wurde, mit derselben Verainderung der Serum-Mg-Werte einher- 


gingen. Die nach Bomskow’*) vorgenommenen Mg-Bestimmungen zeigten, 
daf§ dieses auch tatsiichlich der Fall war. 


Aus versuchstechnischen Griinden konnte leider nicht gepriift werden, ob 
die gefundenen Erhéhungen der Mg-Werte den Grundumsatzsenkungen jeweils 
entsprechen. Zur Erklarung der erhéhten Blutzuckerwerte, die nach Injektion 
des Extraktes gefunden wurden, lieBe sich diese Veranderung im Mg-Gehalt dis- 
kutieren, da ja auch die experimentel! durch Magnesiuminfusion herbeigefiihrte 
Hyperglykamie mit einer Steigerung der Mg-Werte im Serum einhergeht. 


Wirkung von Mg-Salzen auf den Grundumsatz 
normaler und mit Thyroxin vorbehandelter weiBer Ratten 


DaB das Mg als solches imstande ist, die beschriebenen dimpfenden Wir- 
kungen auf den Stoffwechsel zu erzielen, erschien von vornherein unwahrschein- 
lich. Denkbar ist eher, daB der Mg-Wert im Serum der mit dem Extrakt behan- 
delten Tiere das Inkrafttreten eines wesentlich komplizierteren Mechanismus 
anzeigt. Trotzdem wurde versucht analog dem Vorgehen Suomalainens beim 
.,kiinstlichen Winterschlaf‘‘ eine Senkung des Grundumsatzes der Ratte durch 
Infusion von MgCl,-Lésung zu erreichen. Hierbei muBte jedoch grundsatzlich in 
Rechnung gestellt werden, daB alle Wirkungen des Mg auf Grund seiner pharma- 
kologischen Eigenschaften mit gré8ter Vorsicht zu beurteilen sind. 

Bekanntlich verhalt sich das Mg, in entsprechenden Dosen appliziert, in 
seiner Wirkung auf den Organismus teils wie ein zentral lahmendes Gift, teils wie 
ein eigentliches Narkotikum. In der sogenannten ,,Mg-Narkose“‘ kommt es zu 
einer Beeintrachtigung des WAarmezentrums, einer curareartigen Laihmung der 
motorischen Nervenendigungen und schlieBlich auch zu einer Lahmung des Atem- 
zentrums. Aufhebbar ist die Mg-Narkose durch Infusion von Ca-Salzen. Die 
parenterale Gabe von Mg-Salzen zur Erzielung physiologischer Allgemeineffekte 


scheint daher auf Grund der betrachtlichen pharmakologischen Aktivitat dieser 
Verbindungen nicht angezeigt. 


Die Stoffwechselversuche an mit MgCl, vorbehandelten Ratten ver- 
lhiefen ergebnislos. Auch bei Erzeugung einer Mg-Narkose war eine Wirkung 


auf den Grundumsatz weder bei normalen noch bei mit Thyroxin vor- 
behandelten Ratten festzustellen. 


Die Wirkung von Prolan auf den Grundumsatz der Thyroxinratte 


Wenn die erhéhten Magnesiumwerte im Serum der mit dem Extrakt 
behandelten Tiere in Beziehung zu der grundumsatzsenkenden Wirkung 
des Extraktes stehen, so sollten sich auch durch Hypophysenextrakte, die 
auf den Mg-Spiegel einwirken, entsprechende Senkungen des Grundumsatzes 
erzielen lassen. Kéhler™*) fand nach Prolangaben beim Menschen ver- 
schiedentlich eine Senkung des Grundumsatzes (in einem Falle von —- 17°/,). 
Diese Versuche konnten von Nachuntersuchern am Tier nicht reproduziert 
werden”), 


Die zu den folgenden Versuchen dienenden Ratten wurden mit Thyroxin 
und Prolan gleichzeitig behandelt. Die Injektionen wurden so verteilt, daB die 
Tiere 6 Tage hintereinander je 100 E Prolan pro Kilogramm KG6rpergewicht er- 
hielten und gleichzeitig 3 mg Thyroxin pro Kilogramm Korpergewicht 4 ‘Tage lang. 





53) Bomskow, H. 202, 32 (1931). — 54) Kéhler, Klin. Wschr. 8, 110 
(1930). — 55) Reiss u. Winter, Endocrinol. 3, 174 (1929). — *%) Dieffen- 
bach, Endocrinol. 12, 250 (1933). 
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Als Kontrolle dienten Tiere, die nur Thyroxin in derselben Dosierung erhielten. 
Die Prolanbehandlung erfolgte mit jener Fraktion, die sowohl am hypophysenloser 
wie auch am normalen infantilen Tier gonadotrop wirksam ist. Fiir die Uber- 
lassung dieses Praparates habe ich der I. G. Farben A.-G. meinen verbindlichsten 
Dank zu sagen. Die normalen Grundumsitze wurden vor dem Versuch durch 
wiederholte Messungen festgelegt und nach Beendigung der vorgesehenen Injek- 
tionen erneut gemessen. Um iiber die Wirkung des Prolans ein eindeutiges Bild 
zu bekommen, waren die Tiere mit massiven Thyroxindosen versehen worden. 






































Tabelle 7 
Abs. Gu./ Abs. i Gu./ 
Ratte Gu. R.Q. Gew. Gu. R.Q. Gew. AMlo 
ee op 
1315 | 3617 | 0.79 | 160.7 | S2xed 4295 | 0,75 | 180.4 |-+- 13 
1316 | 3085 | 0,72 | 128,56 | So.8, | 3690 | 0,76 | 151,1 [4 17 
1335 | 2100 | 0,84 | 131,2 | {5 | 2640 | 0,80 | 167,1 [+ 27,5 
1344 | 3106 | 0,74 | 174,5 | S=gs | 3210 | 0,80 | 1866 ]+ 7 
1322 | 4239 | 0,72 | 155.8 [| —'3“ eq | 3543 | 0,7 196.2 |— 14 
1323 | 3801 | 0,72 | 145.6 | Sa & | 3565 | 0,75 | 143,7]— 1 
1324 | 2523 | 0,77 | 970 | SS&eE | 5207 | 0.76 | 215,2 | +122 
1321 | 3586 | 0,72 | 1630 ] of+ | 3238 | 0,77 | 154.2 |— 5,5 
ait | S2i4 | O83 1 1438) ~ « 5850 | 0,82 | 264,7 | + 85 
1318 | 2763 | 0,70 | 1191 | Se | 5934 | 0,75 | 254,7 | +114 
1345 | 3248 | 0,70 | 164.0 | “Bx | 5399 | 0,72 | 272,7 | + 66 
1346 | 2224 | 0,80 | 129.3 { Seo 5230 | 0,74 | 293,8 | +121 
1326 | 2754 | 0,70 | 102,6 | S838 | 3821 | 0,72 | 132,8 |+ 30 
1325 | 3044 | 0,68 | 117,1.} +9 5837 | 0,78 | 236,3 | +102 











Wie aus Tabeile 7 ersichtlich, wurde die Thyroxinwirkung eindeutig 
gedimpit. Weitere in jiingster Zeit durchgefiihrte Versuche zeigen aller- 
dings, daB die ify Prolan enthaltene, auf den Gesamtstoffwechsel wirksame 
Substanz in den einzelnen Lieferungen nicht in gleichbleibender Menge an- 
getroffen wird. Dieser Umstand ist wohl durch die Tatsache zu erkliren, 
daB bei der Herstellung des Prolans nur die Anreicherung des gonadotropen 
Wirkstofies erstrebt und nur dieser standardisiert wird. Es sind jeden- 
falls neben den Priparaten, die die oben beschriebene Wirksamkeit be- 
sitzen, auch Praiparate mit geringer Wirkung auf den Gesamtstoffwechsel 


angetroffen worden. 


Das Vorhandensein eines stoffwechseldimpfenden Faktors 
in dem die gonadotropen Wirkstoffe des Hypophysenvorder- 
lappens enthaltenden Prolan macht riickwirkend die vermutete 
mittelbare Beteiligung des kérpereigenen Serum-Mg am Vorgang 
der Stoffwechseldimpfung, die zur Priifung des itibergeord- 
neten Prolans fiihrte, wahrscheinlich. Die mit dem Extrakt aus 
dem braunen Fett winterschlafender Igel erzielten Ergebnisse 
lassen vermuten, da8 hier der der Hypophyse untergeordnete 
Ubermittler erfaBt wurde. Im Gegensatz zum Nichtwinter- 


schlifer steht er beim Igel zu Beginn des Winterschlafes, den 
kommenden Anforderungen Rechnung tragend, refchlich und 
der priparativen Ausbeutung zuginglich zur Verfiigung. 
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Die Einwirkung von Na-Jodid und Na-Rhodanid 
auf den Phosphatwechsel des Muskels 


Von 


Anna Effsing 
{Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Minster i. W.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, Mai 1943) 


Wie Embden und Lehnartz gefunden haben, beeinflussen Na-Salze 
verschiedener Siuren den Phosphatwechsel im Muskelbrei aufs starkste. 
Die. Saureanionen lassen sich dabei in einer Reibenfolge ordnen, die der 
Hofmeisterschen Reihe entspricht: Na-Citrat und Na-Fluorid, die an dem 
einen Ende dieser Reihe stehen, bewirken eine Verminderung des direkt 
bestimmbaren Phosphates (= o-Phosphat + Kreatinphosphat), Na-Jodid 
und Na-Rhodanid, die das andere Ende einnehmen, fiihren zu einer Ver- 
mehrung dieser Phosphatfraktion’). 

Dieses Verhalten erklarte man durch die Annahme, da der Lact- 
acidogengehalt des Muskels in Richtung der Spaltung bzw. der Synthese 
beeinfluBt wiirde. Die spiitere Entdeckung anderer organischer Phosphor- 
verbindungen des Muskels hat diese Erklirung unwahrscheinlich gemacht. 
Die Wirkung des Na-Fluorids ist inzwischen in ihrem Wesen aufgeklart 
worden, sie besteht in einer Unterbrechung des Kohlenhydratabbaus, die 
zu einer Anhiufung von  phosphorsiurehaltigen Zwischenprodukten 
fiihrt? 4), Unter der Einwirkung dieses Ions konnte je nach den Versuchs- 
bedingungen eine Vermehrung der Hexosediphosphorsiure oder ihrer Dis- 
mutationsprodukte, Glycerinphosphorsiure und Phosphoglycerinsiure, nach- 
gewiesen werden. Die von Embden geiuBerte Vermutung, da’ Ionen die 
Gleichgewichtslage von Fermentreaktionen verschieben kénnen®), fand so- 
mit fiir die ,,synthesebegiinstigenden“ Ionen eine experimentelle Erklirung. 

Nach der Entdeckung des Vorkommens anderer organischer P-Ver- 
bindungen im Muskel neben dem Lactacidogen kann auch die Vermehrung 
des direkt bestimmbaren Phosphats im Muskelbrei unter der Einwirkung 
der ,,spaltungsbegiinstigenden“ Ionen nicht mehr allein auf eine Spaltung 
des Lactacidogens zuriickgefiihrt werden. Vielmehr ist es wahrscheinlich, 
daB neben dem Lactacidogen auch die Pyrophosphatfraktion und — oder 
— andere organische P-Verbindungen gespalten werden. 

Die von Lohmann®) in die Untersuchung des Muskelstoffwechsels 
eingefiihrte Aufnahme der Hydrolysekurven erméglicht Aussagen iiber Ver- 
ainderungen der P-Verbindungen des Muskels. Zusammen mit der Berech- 





1) H. 134, 243 (1924). — *) G.Embden, H.J. Deuticke u. G. Kraft, 
H. 280, 17 (1934). — %) G. Embden u. H. J. Deuticke, H. 280, 29 (1934). 

4) O. Warburg, Bio. Z. 310, 384. — 5) Hdb. norm. u. pathol. Physiol. 
VIIT/1, 426 (1925). — *) Bio. Z. 194, 30 (1928). 
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nung der Reaktionskonstanten des Spaltungsverlaufes’) gibt sie Anhalts- 
punkte fiir Veriinderungen des Pyrophosphats sowie der itibrigen P-haltigen 
Verbindungen. Dabei scheidet das Phosphokreatin von vornherein aus, da 
es bei der angewandten Methodik immer als o-Phosphat mitbestimmt wird. 
Um daher zu kliren, ob die unter der Kinwirkung von Na-Jodid und Na- 
Rhodanid gefundenen Phosphatvermehrungen auf einem Zerfall des Lact- 
acidogens, der Pyrophosphorsiiure oder anderer P-Verbindungen beruhen, 
sind die von Embden und Lehnartz durchgefiihrten Versuche iiber die 
Einwirkung von Na-Jodid und -Rhodanid auf den Phosphatwechsel des 


Muskels einer Nachpriifung unterzogen worden. 


Methodik 


Die Versuchsmethodik lehnte sich aufs engste an die von Embden und 
Lehnartz gemachten Erfahrungen an. 6—8 g Muskelbrei von ein oder mehreren 
Fréschen wurden mit der Schere fein zerkleinert und zu annahernd gleichen Teilen 
in 2 mit Schliff versehene Erlenmeyerkolben eingebracht. Von ihnen enthielt der 
eine 20 ccm 5°/,iger Trichloressigsiure bzw. je 10 ccm 4°/,iger Salzséure und 
5°/,ige Sublimatlésung sowie 20 com Wasser (A-Wert), der andere 20 ccm n/10-Na- 
Rhodanid oder -Jodidlésung, in denen 2°/, Na-Bicarbonat gelést war. Der Na- 
Jodid bzw. -Rhodanid enthaltende Ansatz wurde 2 Stunden im Wasserbad von 
18—-20° exponiert und nach dieser Zeit mit den oben angegebenen Mengen von 
Trichloressigsaure bzw. Salzséure und Sublimat enteiweiBt. Die verwandten 
Muskelmengen wurden durch Differenz der Kolbengewichte vor und nach Ein- 
bringung des Muskels ermittelt. Da durch 2stiindiges Erwarmen von Muskelbrei 
eine erhebliche Menge von Phosphorsaure frei wird’), wurde in einer Reihe von 
Versuchen auch dieser sogenannte ,,B-Wert‘‘ ermittelt. Die rhodanidhaltigen An- 
satze wurden im allgemeinen mit Trichloressigsaure, die jodidhaltigen mit Sublimat- 
Salzsaure enteiweiBt, da auf diese Weise das die P-Bestimmung stérende Jodid 
mit entfernt wurde. Bei der Hydrolyse der rhodanidhaltigen Ansaitze entwickeln 
sich mit zunehmender Hydrolysendauer steigende Mengen von Schwefelwasserstoff. 
Diese wurden in den ersten Versuchen durch einen Luftstrom beseitigt. Spaiter wurde 
das Rhodanid mit Silbernitrat ausgefalit und etwa iiberschiissige geringe Ag-Mengen 
durch Schwefelwasserstoff beseitigt. DieSchenck-Filtrate wurden durch 
Schwefelwasserstoff entquecksilbert und dieser durch einen Luftstrom vertrieben. 

Von den eiweiBfreien Filtraten wurden méglichst groBe aliquote Anteile im 
50 com-MeBkolben zunachst mit starker, dann mit verdiinnter Natronlauge gegen 
Bromthymolblau neutralisiert und dann aufgefiillt. Der Inhalt des Kolbens wurde 
in einen Erlenmeyerkolben entleert, der MeBkolben mit 2n-Salzsiure gefillt und 
diese zu dem neutralisierten Muskelextrakt gegeben. Die Lésung enthalt dann 
praktisch die zur Durchfiihrung der Hydrolyse erforderliche HCl-Konzentration 
von In. In einem Teil der Lésung wird die gesamte lésliche Phosphorsdéure nach 
Veraschung mit Perhydrol und konz. Schwefelséure bestimmt. Weitere genau 
abgemessene Anteile (8 oder 10 ccm) wurden in Ampullen eingeschmolzen und 
bis zu 5 Stunden im siedenden Wasserbad gehalten. Aus den erhaltenen Hydrolysen- 


werten wurden in der von Jitariu und Lehnartz beschriebenen Weise die 
Reaktionskonstanten 1. Ordnung errechnet. 


Versuchsergebnisse 


In den Tabellen gibt die obere Reihe das ohne, die untere das mit Zusatz 
von Jodid oder Rhodanid erhaltene Ergebnis wieder. Bei den 8 Jodid- 





7) M. Jitariu u. E. Lehnartz, H. 268, 206 (1940). 
8) F. Laquer, H. 938, 61 (1914). 
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Tabelle 1 


Versuche mit Natriumjodid 

































































Versuchs- | Ohne H,PO, in mg-°/, k x 10 ee 
Nr. bzw. 
mit 7 Min. "a 
asam A | Hydro- ve 7 | 30 |60 120/180 S208 
1942 | NaJ lyse aschung | 
| Een ES aD Beir eee 
ohne [244| 288 | 520 ©] 107,1 | 16,5 | 2,0/1,7/ 2,21 2,212.3 
25.8. | mit |296| 307 31,4| 3,5 |2,7|2,2| 2,212.3) 2.7 
2 ohne |350| 405 611 | 147,1| 19,1 |8,3/5,814,7/4.5|3.7 
27.8. | mit 4425) 443 | | 62,9| 6,9 |5,7|4,2/3,7/3,7| 4,5 
3 ohne |345, 400 | | 628 |134,3| 17,8 |8,016,3/ 6,01 6,0| 5,5 
28.8. | mit |420| 435 | 45,7! 8,2 |7,0!7,0/5,7/ 6,01 6,2 
4 ohne |262| 342 562 |192,9| 13,0 |6,7|5,3|5,0|4,8| 5,7 
9.9. | mit 1348] 365 : 51,4 | 14,7 |6,7|4,7/5,0/5,015,8 
5 ohne |321| 390 622 |161,4| 7,8 |4,3/4,8|/4,2/42/38 
11.9. | mit {385} 416 843| 9,1 |4,3/3,5/2,8/3,3/3.5 
fi ohne |315| 371 (452| 589 |142,9| 25.6 4,7 
22.9. | mit |398| 405 25,7} 7,4 3.4 
7 ohne |350| 389 (391) 594 |108,6| 30,0 31 
1.10. | mit [384| 425 134,3| 6,9 1,8 
8 ohne |360|. 417 (482) 650 |135,7| 6,5 2.9 
2.10. | mit 1409] 434 68,6 | 5,2 3.5 
., { ohne | 141,3 | 17,0 |5,9]4,3/4,4/4,3] 4,2 
Durchschnitt mit | 63,0| 7.7 |5,3/3,8/3,9/4,1145 


























versuchen (Tab.1) stimm+ 5mal der Anfangswert der Phosphorsiure 
praktisch mit dem 7 Minutenwert des Normalversuches iiberein, die Diffe- 
renzen betragen maximal weniger als 2°/). In den iibrigen Jodidversuchen 
ist der Anfangswert deutlich héher als der 7 Minutenwert der Normal- 
versuche. Hier findet sich regelmaiBig im Normalversuch zwischen 7 und 
30 Minuten noch eine erhebliche Steigerung der Phosphorséiure. Es ist 
daher wahrscheinlich, daB der 7 Minutenwert des Normalversuches und 
damit der Pyrophosphorsiuregehalt als Differenz des 7 Minuten- und des 
A-Wertes zu niedrig gefunden wurde. Aus den Jodidversuchen ergibt sich 
also, daB unter den angegebenen Versuchsbedingungen anscheinend allein 
die Pyrophosphatfraktion aufgespalten wird, die anderen P-Fraktionen 
dagegen unbeeinfluBt bleiben. Der Verlauf der Hydrolysekurven bestatigt 
diesen SchluB. Die Fig. 1, die fiir die Jodidversuche typisch ist, zeigt, daf 
von der Hydrolysendauer 30 Minuten ab die beiden Kurven vollig parallel 
verlaufen. Auch die Reaktionskonstanten sowohl in den einzelnen Ver- 
suchen als auch die Mittelwerte sind von dieser Zeit an praktisch identisch. 


In den Versuchen 6—8 geht, mit Ausnahme des Versuches 7, der 
P-Gehalt des B-Wertes weit iiber den bei 7 Minuten Hydrolyse erhaltenen 
hinaus, es werden also in Na-Bicarbonat bei 45° auBer dem Pyrophosphat 
auch noch andere organische P-haltige Verbindungen gespalten. Die Frage 
nach ihrer Natur wurde nicht weiter verfolgt. 
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Im Gegensatz zu dem iiberaus einheitlichen Verlauf der Jodidversuche 
hatten die Rhodanidversuche kein einheitliches Ergebnis. Die ersten 
4 Versuche der Tab. 2 verliefen praktisch genau so wie die Jodidversuche. 







































































Tabelle 2 
Versuche mit Natriumrhodanid 
r . | k x 10-4 fiir Hydrolysendauer 
— 50 H,PO, in mg-/, x hing Paley 
NT. . : : : ee Seen 
7 min . 
Datum | ™ 1a | Hydro- |B] Vo 7 | 30 |60 |120/180|240 300 
1942 |NaSCN} | iyse | aschung | 
9 ohne {332 396 
7.8. mit |397| 397 | 
10 ohne |292) 324 552 | | 
8.10. | mit |324) 339 | 
ll ohne |288) 336 509 |151,6| 21,5 | 9,3) 4,7) 4,5) 4,8] 5,0 
1. 8. mit |326| 333 24.31 7,4 |4,3/4,2)\3,3/3,5!3,7 
12 ohne |295| 365 (440) 580 |175,7| 8,7 8,4) | 
17. 9. mit |354) 374 msime tt 63 | 
, ohne | 163,6 | 15,1 | 9,3) 6,5) 4,5) 4,8) 5,0 
Durchschnitt mit | 40,7| 10,0 |43/6,5|3,3| 3,5) 3,7 
13 ohne |306| 380 576 198,5 | 16,1 | 5,6) 5,6] 6,2/ 6,7| 7,3 
5. 8. mit |355| 364 25,7 | 6,9 |3,7| 2,2] 2,3] 2,8) 2,5 
14 ohne }300 347 512 
18. 8. mit |324| 335 
15 ohne |302| 342 547 |111,4 | 17,4 | 4,7) 2,5] 2,5] 2,7/ 2,7 
19. 8. mit |328) 343 42,8| 5,7 |2,3) 1,5} 1,5] 1,7) 1,5 
16 ohne |272} 307 492 |107,1 | 22,6 | 4,3/3,3] 2,5) 2,5] 3,0 
20. 8. mit |284) 290 17,1 | 10,9 | 3,0) 2,0] 1,2/0,8 
17 ohne |304| 372 621 
12.10. | mit |333} 360 
18 ohne [328| 349 597 84,3 | 15,2 | 7,3) 3,3] 3,7| 4,0 
24.10. | mit 333! 344 25,7! 6,9 | 5,0} 2,8] 1,7! 1,7 
19 ohne |330| 382 580 | 145,7 | 20,0 | 8,0] 6,0] 4,3) 5,0] 5,0 
3. 8. mit |342| 376 94,4 | 15,7 | 7,0) 4,0] 4,5! 4,3] 4,5 
20 ohne {309} 389 (|469| 576 |205,7| 883 5,8}: 
25. 9. mit |362| 377 45,7 | 13,5 5,8 
4, { ohne | 142,1 | 16,6 |6,0| 4,413,8/4,2/ 45 
Durchschnitt mit | 50,2| 99 |4,2/3/012/9\2'3\9'8 
21 ohne |354| 382 606 
19.10. | mit |351| 373 
22 ohne |365| 408 683 90,0 | 17,4 | 4,6) 3,5] 3,8] 3,7] 
27.10. | mit |356) 379 44.3] 3,9 |2,0)2,0/2,.0/1,8 
23 ohne |345| 378 (|450| 622 | 
30. 9. mit |317| 332 | 
































Das zeigt auch die Fig. 2, in der ein Normalansatz mit einem rhodanid- 
haltigen verglichen wird. Auch hier wird also durch Rhodanid praktisch 
nur das Pyrophosphat aufgespalten. Ein abweichendes Verhalten zeigen 
die nichsten 8 Versuche, in denen der Anfangswert des Rhodanidversuches 
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deutlich, zum Teil erheblich niedriger ist als der bei 7 Minuten-Hydrolyse im 
Normalansatz gefundene Phosphatgehalt. Hier ist also die spaltungsbe- 
giinstigende Wirkung des Rhodanids nur wenig ausgesprochen. In den 
letzten 3 Versuchen der Tab. 2 fehlt sie sogar véllig. Die Anfangswerte des 
Rhodanid- und des Normalversuches sind gleich, im Versuch 23 liegt der 
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A-Wert des Rhodanidversuches sogar deutlich unter dem des Normal- 
versuches. 

Die Fig. 3 und 4, die je einen fiir die mittleren und abschlieBenden Ver- 
suche der Tab. 2 charakteristischen Versuch wiedergeben, zeigen deutlich, 
daB neben der geringeren Differenz in den A-Werten die Hydrolysekurven 
der Rhodanidversuche viel flacher verlaufen als die der Normal- oder Jodid- 
versuche. Im Versuch der Fig. 4 ist dies Verhalten maximal gesteigert, die 
Hydrolysenkurve biegt nach 7 Minuten fast rechtwinklig ab und verliuft 
jenseits von 30 Minuten fast ohne Steigung weiter. 
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Entsprechend den Ergebnissen von Embden und Lehnartz kann 
Rhodanid also von den organischen Phosphatverbindungen des Muskels 
zwar das Pyrophosphat spalten, es kann aber die Wirkung auf den Phosphat- 
wechsel auch eine andere sein. In den Rhodanidversuchen liegen die Reak- 
tionskonstanten der Hydrolyse fast stets deutlich, teilweise sogar erheblich 
unter denen der Normalversuche. Daraus geht klar hervor, da offenbar 
unter der Wirkung des Rhodanids aus leichter spaltbaren Phosphatfraktionen 
schwerer spaltbare entstehen, Die Rhodanidversuche haben also das para- 
doxe Ergebnis, da8 dem als spaltungsbegiinstigend angesehenen Rhodanidion 
die Spaltungsbegiinstigung véllig fehlen, ja, daB es sogar unter Umstiinden 
, Synthesebegiinstigend“‘ wirken kann. Dieses Ergebnis weist auf altere 
Versuche von Selter®) hin, der allerdings unter etwas anderen Versuchs- 
bedingungen ebenfalls eine Erniedrigung der o-Phosphorsiure durch Rho- 
danid nachweisen konnte. In gleichartigen Versuchen fand er auSerdem 
eine erhebliche Vermehrung der Milchsiure und bezog die Verminderung 
der o-Phosphorsiure auf die Vermehrung des Lactations, dessen , synthese- 
begiinstigende“‘ Wirkung aus Untersuchungen von Deuticke™) bekannt war. 

Auch die hier geschilderten anscheinend so widerspruchsvollen Ergeb- 
nisse der Rhodanidversuche diirften auf diese Weise zwanglos zu erkliren 
sein. Das Verhalten des o-Phosphates unter Rhodanid ist im wesentlichen 
vom Umfang der gleichzeitig erfolgenden Milchsiurebildung bzw. davon 
abhingig, ob das Lactation die fiir es charakteristische Beeinflussung des 
Kohlenhydratstoffwechsels noch auszuiiben vermag. Wie Embden, 
Deuticke und Kraft fanden, entstehen im Muskelbrei unter der EKin- 
wirkung von Lactationen schwer spaltbare P-Verbindungen (Glycerin- 
phosphorsiure und Phosphoglycerinsiure). Die Fig. 4 zeigt, daB dies auch 
unter der Rhodanidwirkung der Fall sein kann. Dies ist dann aber wie man 
auch ohne Bestimmung der Milchsiiure sagen kann, nicht eine Wirkung des 


Rhodanids, sondern der unter seinem Kinflu8 vermehrt gebildeten Milch- 
saure. 


Zusammenfassung 


Durch Aufnahme der Hydrolysenkurven der P- ee des 
Muskels wird gezeigt, da8 Natriumjodid praktisch ausschlieBlich die Pyro- 
phosphatfraktion aufspaltet, da8 durch Rhodanid dagegen eine Zunahme, 
ein Gleichbleiben oder ein Absinken der direkt bestimmbaren Phosphor- 
siure bewirkt wird. Die Art der Verainderung haingt von der gleichzeitig 
erfolgenden Milchsiurebildung ab, die ihrerseits zu Umesterungen der Phos- 
phorsiure AnlaB gibt. Dies zeigt sich vor allem in der Entstehung von 
schwer hydrolysierbaren P-Verbindungen. 





°) G.E.Selter, H. 165, 18 (1927). 
10) H. J. Deuticke, H. 141, 146 (1925). 
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Der Einflu8 von Na-Salicylat auf Enzymsysteme’?) 
Yon 
Hans vy. Euler und Lucie Ahlstrém 
(Aus dem Vitamin-Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1943) 


Die Einwirkung von Salicylat auf Mikroorganismen ist im letzten Jahr 
eingehend von G.Ivanovics?) studiert worden. Durch seine Unter- 
suchungen an Staphylococcus aureus, Proteus Morgan und Bact. coli kam 
dieser Forscher zum Ergebnis, da8 Salicylat-Ion neben einem unspezifischen, 
bereits von Anson und Mirsky*) beschriebenen Kiwei$-denaturierenden 
Kinflu8 auch eine spezifische Hemmungswirkung ausiibt, allerdings nur an 
solchen Bakterien, welche Pantothensiure synthetisieren; diese letztere 
Wirkung beruht namlich nach Ivanovics darauf, da8 die in der Bakterien- 
zelle vor sich gehende Pantothensiuresynthese durch Salicylat-Ion in 
spezifischer Weise aufgehoben wird. Bei den Versuchen dieses Instituts 
iiber Antivitaminwirkungen in isolierten Enzymsystemen’) hat 
sich Salicylat als ein starker Hemmungsstoff sowohl gegeniiber Milchsiéure- 
dehydrase als bei der alkoholischen Apozymasegirung erwiesen. Wir haben 
unsere Untersuchung der Salicylsiurehemmungen in verschiedenen Rich- 
tungen ausgedehnt, um den Mechanismus dieser Hemmungen kennen- 


zulernen, besonders in Riicksicht auf thre therapeutische Rolle bei rheuma- 
tischen Erkrankungen. 


Einflu8 von Na-Salicylat auf die Garung‘) 


Wie wir friiher feststellten, ist die Hemmungswirkung der Salicylsiure 
auf die Apozymasegirung um so grofer, je kleiner die anwesende Menge 
Cozymase ist; mit anderen Worten die Cozymase bewirkt eine Ent- 
hemmung. Als Beispiel fiir den Garungsverlauf bei unseren Hemmungs- 
versuchen geben wir in Fig. 1 eine Versuchsreihe an, welche zeigt, daB die 
Girung ohne wesentliche Induktionsperiode einsetzte. 


Einer friiher angegebenen Tabelle (16 B. Nr. 16, 8. 4) iiber die prozentigen 
Hemmungen durch verschiedene Na-Salicylatzusitze entnehmen wir als Beispiel 





1) Vorhergehende Mitt.: Euler und Ahlstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 16 B, Nr. 16 (1943). 

2) Ivanovics, H. 276, 33 (1942); Z. Immunit.forsch. 102, 238 (1942). 

3) Anson u. Mirsky, J. gen. Physiol. (Am.) 17, 399 (1934). 

4) Adler, Euler u. Skarzynski, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 16 A, 
Nr. 9 (1942); Euler, B. 75, 1876 (1942); Adler, Euler u. Skarzynski, Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 17 A, Nr. 2 (1943); Euler, Ahlstrém, Pettersson 
u. Tingstam, ebenda 17 A, Nr. 8 (1943). 


5) Beziiglich der Versuchsmethodik verweisen wir auf unsere friiheren 
Arbeiten. 








3 
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die folgende Versuchsreihe, welche sich auf die Anwesenheit von 50 y Cozymase 
bezieht. 


mg zugesetztes Na-Salicylat .... 1 2 5 10 15 
°/, Hemmung der Apozymasegarung 9,4 15,0 27,0 57,0 81 
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Die Abhangigkeit der Hemmung von den Cozymase- und Salicylat- 
mengen geht aus den Fig. 2 und 3 hervor. 


Behalt man vorliufig die Annahme bei, daB diese Hemmungen auf einer 
Verdringung der Cozymase vom Apoenzym durch Salicylat beruhen, so muB8 
nach dem Massenwirkungsgesetz folgendes Verdringungsgleichgewicht 


bestehen: 
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ae (Cozymase—Apozymase) (Na-Salicylat) 
~ (Salicylat-Apozymase) (Cozymase) 


Da bei 50°/,iger Hemmung die Konzentration der beiden Molekiilarten 


(Cozymase—Apozymase) und (Salicylat—Apozymase) gleich gro werden, 
so wird 





K=- (Salicylat) 
~ (Cozymase) 


Nach dieser Gleichung haben wir mit den aus Fig. 2 und 3 fiir 50°/,ige 
Hemmung entnommenen Werten fiir die Cozymase- und Na-Salicylat- 
konzentration die K-Werte berechnet, die in Spalte 5 der folgenden Tabelle 
angefiihrt sind: 



































Tabelle 1 
. Millimol ; Millimol 
y Cozymase Cozymase y Salicylat Salicylat K 

10 0,00503 1600 3,33 662 
30 0,01515 5000 10,40 686 
43 0,02163 7000 14,56 673 
50 0,02515 8400 17,60 692 

Mittel 678 


Dieser Wert ist etwas kleiner als der friiher von uns!) vorlaufig an- 
gegebene Wert 710. 


EinfluB der Glucosemenge auf die Gaérungshemmung durch Na-Salicylat’ 


Fiir die Einsicht in den Hemmungsmechanismus Vitamin-Antivitamin 
im allgemeinen und fiir die Beantwortung der Frage, ob iitberhaupt Salicyl- 
siure als ein Antivitamin in Reaktion tritt, war es in erster Linie notwendig, 
die Abhangigkeit der Salicylatwirkung von der Konzentration des Sub- 
strates, in diesem Falle der Glucose, festzustellen. Wir haben unsere Ver- 
suche in der folgenden Tab. 2 gesammelt. 


Garungsgemisch: 400mg Apozymase, 50—200 mg Glucose, 0,4 com Hexose- 
diphosphatlésung mit etwa 20 mg Hexosediphosphat, 1,2 com Phosphatpuffer 


pu = 6,4, 30y Cozymase, Wasser bis zu einem Totalvolumen von 3,0 ccm, 
Zusatz von Na-Salicylat. 

















Tabelle 2 
mg Glucose mg Salicylat wank 0 Min. at ung Mittelwert 
50 _ 6,0 — 
50 5 3,9 35,0 
50 oii 6,5 —_ 
a 5 
50 : re . tae 
50 5 4,6 25,8 
50 rT 6,5 — 
50 5 4.8 26,0 ; 




















Hans y. Euler und Lucie Ahlstrém, 


Tabelle 2 (Fortsetzung) 
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mg Glucose 








Mittelwert 








50 
50 


200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 








cmm CO ¥ 
mg Salicylat nach 60 Min. athe 
call 6,5 ies 
3 5,1 21,5 
ci 2.2 ae 
5 1,0 54,5 
ra 2.2 noi 
5 0,9 59,2 
4,0 a 
5 1,3 67,5 
sie 4,0 site 
5 2,0 50,0 
os 4,0 ass 
3 3,0 25,0 
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Spater mitzuteilende Versuche sollen iiber langere Zeiten ausgedehnt werden, 
um zu ermitteln, ob das Salicylat bereits in der Induktionsperiode einwirkt bzw. 
in welcher der darauf folgenden Garungsphasen die Salicylathemmung einsetzt. 


Einflu8 der Apozymasemenge auf die Garungshemmung durch Na-Salicylat 


Wir haben angenommen, da8 in den (nicht gehemmten, Salicylat-freien) 
Ausgangslésungen die Apozymase im Uberschu8 vorhanden, also die Apo- 
zymase vollstindig aktiviert ist. Unter diesen Umstinden und den ge- 
wahlten Versuchsbedingungen war es zweifelhaft, ob sich das Gleichgewicht 
‘zwischen Cozymase und Salicylat von der verwendeten Menge des Apo- 
enzyms unabhangig erweisen wiirde. Diese Beziehung blieb experimentell 


zu priifen. 


Das Garungsgemisch enthielt: 100 mg Glucose, 30 y Cozymase, wechselnde 
Mengen Apozymase und im iibrigen die gleiche Zusammensetzung wie oben 














angegeben. 
Tabelle 3 
0 
mg Apozymase mg Salicylat ey is. ee 
400 — 5,0 — 
400 5 2,7 46,0 
600 — 7,1 a 
600 5 3,7 47,8 
200 a 2,3 — 
200 5 1,2 47,8 
400 — 4,5 — 
400 5 2,7 40,0 
600 — 6,2 oe 
600 5 2,9 53,2 











Die Tab. 3 zeigt, daB die prozentige Hemmung im Untersuchungs- 
gebiet sich nur verhaltnismaBig wenig mit der Menge der angewandten Apo- 
zymase indert. Die Versuchsfehler machen sich ziemlich stark geltend und 
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wir wollen daher den Variationen der gefundenen Hemmungswerte keine 
gréBere Bedeutung beilegen. 


EinfluB8 der Warmeinaktivierung von Apozymase 
auf die Garungshemmung durch Na-Salicylat 


Unter der eingangs erwihnten Annahme einer Cozymaseverdriingung 
durch Salicylat wiirde eine teilweise Warmeinaktivierung der Apozymase 
ebensowenig Einflu8 auf die GréBe der prozentigen Hemmung haben, wie 
die Verwendung verschiedener Apoenzymmengen. Diese Folgerung wurde 
durch die nachstehenden Versuche der Tab. 4 gepriift. 


Tabelle 4 


Das Garungsgemisch enthielt 400 mg Apozymase, 100 mg Glucose, 30y 
Cozymase. Im iibrigen wie vorher. Die Apozymase war, in Puffer und Wasser 


suspendiert, vor der Garung unter den in Spalte 1 angegebenen Bedingungen 
erwarmt worden. 








Vorbehandlung com CO, 














der Apozymase cae ee nach 60 Min. ren, 
unbehandelt ¥ . 43,5 
ee 0,6 
, 5 0,2 66,6 
15 Min. 50° | Boe 0,4 — 
5 0,2 50,0 
unbehandelt 5 a 18,1 
one 3,0 anaes 
> 5 1,0 66,7 
15 Min. 47° | re 2,8 oon 
5 0,8 71,4 
ws 3,4 rag 
5 Min. 47° 5 2,4 29,2 
— 3,2 — 
10 Min. 47° > 20 — 
5 0,9 70,0 
ae 3,5 on 
unbehandelt 5 2.8 20,0 
ae 3,1 ape 
10 Min. 47° ; 5 1,5 51,5 
ze Pa 2,4 ey 
20 Min. 47° 5 0,7 70,9 











Der Einflu8 der Warmeinaktivierung der Apozymase auf die prozen- 
tige Hemmung durch Salicylat ist ohne weiteres erkennbar. Derselbe 
kann darauf beruhen, daB die Affinitat der Apozymase zur Cozymase 
durch dic Einwirkung von Salicylat verindert worden ist. 
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Garungshemmung durch Na-Salicylat nach Inkubation 


Garungsmischung: 400 mg Apozymase. — 100mg Glucose. — 30y Co- 


zymase. — Zusatz von Phosphatpuffer (px = 6,4) und Hexosediphosphatlésung 
zu 3 ccm. 





























Tabelle 5 
. ccm CO 
Probe Inkubationszeit Salicylat nach ‘ H °/o 
_ 60 Minuten ee 
1 keine Inkubation — 5,8 mo 
2 ie 5 4.0 31,0 
3 Apozymase -++ Cozymase 
inkubiert 2 Stunden — 5,5 
4. Apozymase -++ Cozymase 
inkubiert 2 Stunden 5 3,6 34,5 
5 Apozymase -++ Cozymase 33,6 
inkubiert 2 Stunden 5 3,4 32,7 
6 Apozymase +- Salicylat 22,3 
inkubiert 2 Stunden 5 4,5 





Ergebnisse iiber Salicylathemmung im Atiozymasesystem 


Die Beziehung zwischen der prozentigen Hemmung und der Salicylat- 
konzentration am Atiozymasesystem geht aus folgendem Beispiel hervor, 
welches sich auf-5 y Cocarboxylase und 6,6 mg Pyruvinat je 2 ccm bezieht. 

mg Salicylat je ccm 0,4 i 3 5 
0, Hemmung... 16,2 40,5 58,1 75,4 

Der Einflu8 der Cocarboxylasemenge auf die prozentige Hemmung 

zeigt sich in folgendem Versuch mit 10 mg Salicylat: 


y Cocarboxylase 2 5 
°/, Hemmung 66,5 44.5 








Tabelle 6 
Inkubationsversuche am Atiozymasesystem 5 -y Cocarboxylase 
ee re Sh 5 ee ew be eae 70,2°/5 
Atiozymase -+ Cocar»oxylase, 2 Stunden inkubiert + 10 mg Salicylat | 37,0°/, 
Atiozymase + Salicylat, 2Stunden inkubiert .......... 58,1 Hh 
ee I a yg bn ce Se Ope ee es 62,1°/ 


Atiozymase + Cocarboxylase, 2 Stunden inkubiert + 3 mg Salicylat| 26, 19/° 


Atiozymase + Salicylat, 2 Stunden inkubiert .......2... 77,4°/5 
oe ee ee eee ee 77,49/, 
Atiozymase + Cocarboxylase, 2 Stunden inkubiert + 3 mg Salicylat 14,8°/, 
Atiozymase + Salicylat, 2 Stunden inkubiert ... . -| 76,2), 
a ee ee ee cone a oe ae 
Atiozymase -+- Cocarboxylase, 2 Stunden inkubiert ........ 9,2°/, 
Atiozymase + Salicylat, 2Stunden inkubiertt ...... - | 61,3°/, 


5. 5 mg Salicylat, Atiozymase +- Cocarboxylase, 2 Stunden inkubiert . 60,8°/5 
5 mg Salicylat, Atiozymase I or cA ee me ig a eh oes a ly 67,7°/o 


et eee I a eg ng kw ee ek eke . - t OTe 
Pyruvinat + Salicylat gemischt, 2 Stunden inkubiert. ...... 61,2°/, 
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Vom Apozymasesystem unterscheidet sich das Atiozymasesystem da- 
durch, daB in letzterem das Co-Enzym fester an das Apoenzym gebunden 
ist, so da nicht erwartet werden kann, daB sich an Atiozymase und Co-_ 
carboxylase ein reversibles Gleichgewicht unmittelbar einstellt. Der Ein- 
flu8 der Inkubation tritt hier stark hervor, wie die folgende Tab. 7 zeigt, 


welche eine Ergiinzung und Verbesserung unserer friiheren Angaben 
darstellt. 


Diesen gut miteinander iibereinstimmenden Messungen 1—4 entnehmen 
wir folgendes: Wenn Cocarboxylase mit der Atiozymase in eine feste Ver- 
bindung getreten ist, kann eine Hemmung durch das Salicylat nicht mehr 
oder nur in begrenztem MaBe stattfinden. Aus Versuch 5 scheint hervor- 
zugehen, da die Reaktion zwischen Cocarboxylase und Atiozymase, also 
die Bildung der Holo-Carboxylase, in Gegenwart von Salicylat gehemmt ist. 


Garungshemmungen durch Adenin und Pyridinderivate 


Zur Beantwortung der Frage nach dem Angriffspunkt der Salicylsiure 
auf Co-Enzym-bedingte Enzyme und speziell nach der Enthemmung durch 
Cozymase, haben wir unsere Versuche auch auf andere Hemmungsstoffe 
als Salicylsiiure ausgedehnt. Versuche mit Komponenten der Co- 
zymase und Derivaten derselben also mit Derivaten von Adenin 
und Nicotinsiureamid schienen zu diesem Zweck besonders geeignet, da 
man erwarten konnte, daB sich die Affinitaéten der Apozymase, durch welche 
die Cozymase gebunden wird, auf die genannten Stoffgruppen erstreckt. 


Adeninderivate. Schon vor langerer Zeit hat der eine von uns Versuche 
beschrieben, durch welche Adenin, Adenylsaure u. a. an Dehydrasen Hemmungen 
hervorrufen. Neuerdings wurden Adenin, Adenosin, Adenosinphosphorsauren und 
Tetranucleotide als Hemmungsstoffe an Milchsiuredehydrase untersucht. Adenosin 


zeigte z. B. in einer Konzentration von 2-10~* Mol/Liter eine Dehydrierungs- 
hemmung von 72,5°/,. 


In einer Reihe von Versuchen wurde der EinfluB des Adenosins sowohl auf 
die Apozymasegiérung wie auch auf die Pyruvinatspaltung durch Atiozymase 
gemessen. An der Apozymasegirung wurden unter unseren gewohnlichen Ver- 
suchsbedingungen bei Co-Zymasezusatz von 15—90y und’ durch Adenosin von 
1,6—7°/, nur kleine und unregelmaBige Hemmungen erzielt, Es scheint nicht 
ausgeschlossen, daB sich hierbei eine Aktivierung iiber eine Hemmung super- 
poniert hat. Auch die Versuche am Atiozymasesystem (1—14 mg Adenosin; 
5 y Cocarboxylase) ergaben keine eindeutigen Resultate. Inkubationsversuche 
bringen hier vielleicht Aufklarung. Friihere Versuche des einen von uns mit 
Trockenhefe lassen es méglich erscheinen, daB hier Synthesen zu Adenosinphosphor- 
siuren eintraten, deren Rolle als Garungsaktivatoren allerdings noch nicht auf- 
geklart ist. An lebender Hefe (sowohl an Stockholmer Brauereihefe als an Monilia 
candida) hat sich Adenosin-3-phosphorsaure als Wuchsstoff erwiesen. 


Hemmungsversuche mit Nicotinsaure, 
Nicotinylsalicylsaureamid und Trigonellin 


Zusammensetzung der Garprobe. 400 mg Apozymase, 100 mg Glucose, 
1,2ccm Phosphatpuffer pa = 6,4, 0,4ccm Hexosediphosphat, Wasser bis zu 
3,0 ccm. Zusitze: . 


4% 
s* 
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Tabelle 7 
SEN ae ap 
© =I © =I 
’ s s @ pa 
5 ; Zusatz ~°& Ss Zusatz a 
NB s: on | ets 5 
N 
a ene et REE RE NE SL A LTS COC CLEA AE ite § SS ST SS eens eriepanereeesnans _ 
28 20 mg Nicotinsfure. . . | 62,0} 10 3mg Trigonellin . . . | 34,5 
28 0 5 - . . . | 47,6 |] 20 3 55 3 eee 
28 3s, po Sere Fy 30 ee ‘a PP 
30 5 mg Nicotinsiureamid. | 9,8 }]| 30 | 500 y dg it 2 
30 ID ss ‘ . | 35,3 Tt 30 1 mg ‘i ners f 
aR OO ; 30 a ; <—roe S 
30 | 375 y Nicotinylsalicylamid | 10,5 f : 
30 150 y ” 3,§ 30 + 99 99 ° e . 28,4 
10 Zs ea ae 
30 S 9 és are 2. 




















Nicotinsiure und Nicotinsiureamid hemmen erst in relativ groSen 
Mengen. Ein kriftiger Hemmungsstoff ist hingegen das von Euler und 
Hasselquist dargestellte Nicotinylsalicylamid. Trigonellin, das Methyl- 
betain der Nicotinsiiure, hemmt wie die Tab. 7 zeigt, um so stiirker je kleiner 
die Konzentration der Cozymase ist. 

Die Girungshemmung lebender Hefe durch Na-Salicylat ist schon 
friiher von uns beschrieben worden. Die Hemmungswerte sind in folgender 
Weise von der Na-Salicylatmenge abhingig: 


mg Na-Salicylat im Reaktionsgemisch 2 5 10 
og ae eee 9,5 18 29 


Auch der Einflu8 auf die Fortpflanzung unserer Unterhefe sowie 
auch anderer Hefen wurde schon in unserer vorhergehenden Mitteilung kurz 
angegeben. Nach 20 Stunden war die Hefe (ohne Zusatz) von 1200 auf 
21000 Zellen/mm*® gewachsen. Nach Zusatz von 1 mg Salicylat ent- 
wickelte sich die Ausgangslés. auf eine Zellenzahl von 7000. Ein Zusatz von 
3 mg erzeugte einen Zuwachs auf nur 1850. Immerhin erwies sich die 
Salicylsiure als eine schwicher bakteriostatische Substanz als Phenole und 
andere Phenolderivate, ganz besonders schwicher als Thymol. 

In diesem Zusammenhange moégen auch einige an Colibakterien an- 
gestellte Versuche hier erwihnt werden. Der Coli-Stamm, welchen wir 
Statens bakteriologiska Anstalt, Prof. C. Kling, verdanken, wurde nach 
Zwischenimpfung in Niahrboullion in einer N&hrlésung von folgender 
Zusammensetzung geziichtet: 


5,0 g Milchzucker 

5,0 g NaCl 

2,5 g Na,HPO, 

2,5 g Peptonum Witte 


ad 1000 ccm 


Nephelometrische Bestimmung im Pulfrichschen Stufenphotometer. 
Bertil Hégberg. Folgende Zahlen zeigen den Grad der beobachteten 
Wirkung des Na-Salicylats auf Bact. coli. 


oY % 
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5 com Nahrlésung im Rohr mit gleichem Diameter und gleichem Nullwert 
wie im Nephelometer. Na-Salicylat wird in steigender Konzentration zugesetzt 
und mit Wasser auf 6 ccm verdiinnt. Bei 100° wird 30 Minuten sterilisiert. Nach 
Abkiihlung wird die Lésung mit den 2 Tage alten Zwischenkulturen geimpft. 























Tabelle 8 
Na- : Zuwachs Na- Zuwachs 
Salicylai | Zusatz-Konz.| in °/, nach Salicylat | Zusatz-Konz.]| in °/, nach 
y/com 48 Stunden y/com 48 Stunden 
oo — 100 150 9,40 x 10-4 81 
5 0,32 x 10-4 97 267 1,07 X ig ° 40 
25 1,56 x 10-4 95 500 3,12 x 10-3 35 
50 3,12 x 10-4 89 830 5,18 x 107-8 30 
100 6,25 x 10-¢ 84 1340 8,39 x 10-8 15 
150 9,40 x 10-4 78 




















Salicylsaureversuche an Ratten 


Salicylsiure bzw. Salicylate hemmen — wie einleitend referiert wurde — 
in Dosen von 10—20 Millimol je ccm die isolierten Enzymsysteme der 
Dehydrasen, der Apozymase und der Atiozymase. Auf diese Hemmungen 
sind wohl zum gréBten Teil die Salicylatwirkungen zuriickzufiihren, welche 
nach Injektion im Blut auftreten. Die relativ grofen Mengen Salicylat, 
welche in den Tierkérper eingefiihrt werden kénnen, verlassen denselben 
zum groBten Teil wieder durch den Harn, und zwar iiberwiegend in un- 
verinderter Form, zu kleineren Anteilen an Glucuronséiure gebunden oder 
als Gentosin oder andere Salicylsiurederivate. _ 

Eine unmittelbare Nachwirkung der Salicylateinnahme zeigt sich durch 
die Erhéhung der Brenztraubensiure (BTS) im Blut, eine Erhéhung, wie sie 
bekanntlich bei Aneurinmangel, aber auch unter gewissen anderen Um- 
stiinden®) eintritt. Wir geben einige Beispiele an: 

1. Normales Rattenweibchen, 180g Gewicht, erhalt 175 mg Na- een 


per os. Das nach 16'/, Stunden dekapierte Tier enthielt 
24,5 y BTS/ccm Blut. 


2. Normales Rattenweibchen, 157 g Gewicht, erhielt 175 mg Na-Salicyiat 
per os. Das nach 21 Stunden dekapierte Tier enthielt 22,5y BTS/ccm Blut. 


3. Normales Rattenweibchen, 160 g Gewicht, erhielt 175 mg Na-Salicylat 
intramuskular. Das nach 4 Stunden dekapierte Tier enthielt 17,5 y BTS/ccm Blut. 

Der BTS-Gehalt' des Blutes unbehandelter normaler Tiere betrigt nach 
unseren sehr zahlreichen Versuchen im Mittel 12y BTS/ccm Blut. 

An der Umsetzung der Brenztraubensiure sind Dehydrasen unmittelbar 
beteiligt. Es mag auch daran erinnert werden, da8 die Einwirkungen von 
Hemmungsstoffen auf freie Enzyme im allgemeinen wesentlich andere sind 
als auf die in der Zellstruktur oder in einem Enzymkomplex (Virus u. a.) 
eingelagerten Enzyme. Man kann annehmen, da Salicylate, auch wenn:sie 


% 
~~ 
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6) Nylin, Euler u. Hégberg, Klin. Wschr. 19, 433 (1940); Euler u. 
Hiégberg, H. 263, 49 (1940); 265, 244 (1940). 
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schnell aus dem Blut wieder ausgeschieden werden, weiter gehende bio- 
chemische Wirkungen hervorbringen, als sich nach den in vitro-Versuchen 
berechnen lassen. 

Dies geht schon daraus hervor, da8 die bacteriostatischen Wirkungen 
des Salicylats, bei welchen es in synthetische Zellvorginge eingreift, 
sehr viel gréBer sind als die Wirkungen auf Enzyme in vitro. Die 
Wirkung des Salicylats auf ein Virus-Protein ist bei gewissen rheuma- 
tischen Erkrankungen in Betracht zu ziehen. 

Die unspezifischen Wirkungen der Salicylsiure auf Bakterien, welche 
Ansom und Mirsky auf EiweiSdenaturation zuriickfiihren, tritt erst bei 
grofen Konzentrationen ein. Als Antivitamin ist Salicylsiure, wie erwahnt, 
als spezifisch bakteriostatische Substanz gegeniiber gewissen Bakterien 
dadurch gekennzeichnet, da8 nach Ivanovics ihre Wirkung durch Pan- 
tothensiure aufgehoben werden kann. ! 

Im Anschlu8 an friihere Untersuchungen dieses Instituts iiber B-Vita- 
minkomponenten interessierte uns das Verhiltnis der Salicylsiure zu 
Pantothensiure im Tierorganismus und besonders die Méglichkeit, die 
Vitaminwirkung der Pantothensiure durch Salicylsiure aufzuheben. 

Pantothensiure ist nach Lunde und Kringstad’) und anderen 
Forschern einer der Faktoren, welche die Haarfarbe gewisser Pelztiere, 
z. B. von schwarzen Ratten, beeinflussen. Spiaiter wurde die p-Aminobenzoe- 
siure als Chromotrichia-Faktor fiir schwarze Ratten erkannt’). Die Be- 
teiligung der beiden Vitamine am Chromotrichia-Kffekt ist noch nicht auf- 
geklirt; beide Vitamine scheinen am Zustandekommen der schwarzen Pelz- 
farbe zusammenzuwirken. 

In der Erwagung, da8 Salicylsiure die Vitaminwirkung von Pantothen- 
siure auch im Tierorganismus aufheben kann, haben wir an Ratten, die 
wihrend Monaten Salicylat injiziert erhielten, die Pelzfarbe beobachtet. 

Wir fiihren diesen Rattenversuch, der von Frau Inez Saberg durch- 
gefiihrt wurde, an. 


Gr T: 2schwarz-weiBe Ratten 
i 3 shad aie es ? Anfangsgew. 83,0 g Endgew. 171,4 g 


Gruppe IT: 1 schwarz-weiBe Ratte 
2 schwarze Ratten Anfangsgew. 77,0 g Endgew. 209,0 g 


Gemischte Kost. Die Versuchstiere erhielten auBerdem (Gruppe I): 


9 Wochen lang intramuskular 35mg Na-Salicylat 3mal wéchentlich, sodann 
5 Wochen lang 


a) 1 schwarz-weiBe Ratte und 3 schwarze Ratten 2 mal wichentlich subcutan 
35mg Na-Salicylat + 40 mg p-Aminobenzoeséure per os. 


b) 1 schwarz-weiBe Ratte erhalt 2mal wéchentlich subcutan 35 mg Na- 
Salicylat. 





7) Lunde u. Kringstad, Naturw. 27, 755 (1939). — Vgl. auch Dimick 
u. Jepp, J. Nutrit. (Am.) 20, 413 (1940); Frost, Moore u. Dann, Proc. Soc. 
exp. Med. 

8) Oettel, A. P. 183, 319 (1936; Ansbacher, Science 98, 164 (1941); 
Martin u. Ansbacher, J. of Biol. Chem. 188, 441. 
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’ Nach _4—5 Wochen beginnen die Pelze der GruppelI einen rotbraunen 
Schimmer zuzeigen, spater sehr deutlich rotbraune Flecken, besonders am 
Hals und Nacken. Die salicylatfreien Kontrolltiere verbleiben schwarz. 

Nach 9 Wochen werden die Tiere der Gruppe I in 2 Gruppen geteilt: 


a) 1 schwarz-weiBes und 3 schwarze Tiere erhalten auBer 35 mg Na-Salicylat 
2mal wéchentlich noch 35 mg Na-Salicylat 2mal wéchentlich und auBer- 
dem 40 mg p-Aminobenzoesaure per os. 


b) 1 schwarz-weiBe Ratte erhalt nur 35 mg Na-Salicylat 2mal wéchentlich 
subcutan. 


Mit der Gruppe II wurde keine Veranderung vorgenommen. 


Ergebnis 


Gruppe Ia. Die scharf markierten roten Flecke am Hals sind ver- 
schwunden. Die Pelze der 3 schwarzen Ratten zeigen durchweg einen roten 
Schimmer. 


Gruppe Ib. Die roten Flecke um Hals und Nacken sind weiter aus- 
gebreitet und deutlicher. 


Gruppe II. Eine schwarze Ratte zeigt Andeutungen eines roten 
Schimmers wie die schwarzen Ratten der Gruppe Ia. Die itibrigen Kontroll- 


_ tiere sind unverindert schwarz. 


Der EinfluB des Salicylates auf die Pelzfarbe war also unzweifelhaft. 


Ubersicht iiber die Ergebnisse 


Wir sind von der Frage nach dem Mechanismus der Enzymhemmungen 
durch ,,Antivitamine ausgegangen und haben besonders die Hemmungen 
Co-Zymase-bedingter Vorgiinge durch Salicylsiure studiert. Unsere Er- 
gebnisse und die Deutung derselben kénnen wir folgendermaBen zusammen- 
fassen. 

Gegen die naheliegende Hypothese, dafs Antivitamine ihre Wirkung auf 
Co-Enzym-bedingte Enzymsysteme durch Verdringung des Co-Enzyms 
aus seiner Stellung am Apoenzym ausiiben, konnten auf Grund von friiheren 
Versuchen aus diesem Institut an isolierten Enzymsystemen eine Reihe von 
Tatsachen geltend gemacht werden. Unter diesen ist zunichst zu erwihnen, 
da8 Succinodehydrase, welche Cozymase-unabhingig ist, durch die gleichen 
Stoffe gehemmt wird, wie die Cozymase-bedingten Dehydrasen. Ferner 
wurde schon auf die geringe Spezifitiit der Hemmungsstoffe hingewiesen: 
Die Fahigkeit, die Dehydrierung zu hemmen, kommt nimlich nicht nur 
solchen Stoffen zu, welche mit der Cozymase verwandt sind, sondern auch 
zahlreichen anderen carbocyclischen und hetereocyclischen Séuren. Man 
kann kaum annehmen, da8 die Affinititsstelle, welche die Bindung der 
Apozymase zur Co-Zymase vermittelt, auch Stoffe von ganz abweichender 
Konstitution zu binden imstande ist. | | 

Kin Hemmungs-Enthemmungs-Gleichgewicht, wie es in der Tab. 1 
angegeben ist, braucht nun nicht notwendig als ein Verdringungsvorgang 
an der gleichen Affinititsstelle aufgefaBt zu werden; vielmehr kann z. B, 
die Salicylsiure mit einer anderen Gruppe der Apozymase in Reaktion treten 
als die Cozymase. Auch in diesem Fall kann sich ein neues Gleichgewicht 
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zwischen Cozymase und Salicylat oder allgemein zwischen Antivitamin und 
Vitamin einstellen, wie wir schon friiher dargelegt haben. 


,,Bezeichnen wir mit K! die Konstanten der Apozymase-Affinitat zur Co- 
zymase und mit K? die Konstanten ihrer Affinitat zu Na-Salicylat, so werden diese 
Konstanten fiir Apozymase und fir die Molekiilarten Apozymase-Cozymase 
bzw. Apozymase-Salicylat verschiedene Werte annehmen. Fiir den Fall, daB 

K Apozymase K ‘Apokymase 


Ki " und 2 


Apozymase—Salicylat Apozymase—Cozymase 











iibereinstimmen, also fiir den Fall, daB sich die beiden Paare von Affinitits- 
konstanten im gleichen Verhaltnis andern, wird sich zwischen den drei Kom- 
ponenten ein Gleichgewicht einstellen, wie wenn eine einfache Verdrangung an 
der gleichen Affinitatsstelle statthatte”. 


Unter den im vorstehenden mitgeteilten Tatsachen wollen wir das 
Ergebnis der Inkubationsversuche am Atiozymasesystem hervorheben. Sie 
besagen, dafB Salicylsiure die freie, mit ihrem Co-Enzym nicht verbundene 
Atiozymase angreift. 

Sowohl die Girung der Glucose wie die Spaltung der Brenztraubensiure 
wird durch Salicylat gelhemmt. Die Hemmung kann im ersteren Fall durch 
Cozymase, im letzteren durch Cocarboxylase aufgehoben werden. Dieser 
Umstand und die vorher erwihnten Tatsachen machen es unwahrscheinlich, 
daB die Salicylatwirkung auf einer spezifischen Verdringung eines Co- 
Enzyms beruhen. Vielmehr wird nach unserer Annahme die Affinitaét der 
Apozymase zum Co-Enzym geschwicht. Neue Versuche unter Salicylat- 
zusatz wihrend der Garung bringen vielleicht AufschluB dariiber, ob die 
Salicylatwirkung in einer besonderen Giarungsphase einsetzt, eventuell in 
welcher, oder ob die ganze Apozymase unspezifisch geschwicht ist. 

Bemerkenswert scheint uns die Tatsache, da8 die Erwirmung der Apo- 
zymase die hemmende Wirkung des Salicylats verstarkt. Es wire méglich, 
da8 durch die Erwirmung besondere Atomgruppierungen entstehen, mit 
welchen die Salicylsiure rasch reagiert. Es bleibt zu priifen, ob die hemmende 
Wirkung anderer bakteriostatischer Substanzen auf Enzyme im allgemeinen 
durch vorhergehende Thermo-Inaktivierung erhéht wird. | 
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Uber den biologischen Erginzungswert 
verschiedener Nahrungsproteine 


IV. Mitteilung’) 


Uber die Bedeutung des Cystins fiir den Stoffwechsel, 
zugleich ein Beitrag zur Verbesserung des Hefeeiweifes 
Von 


Andreas Hock und Hermann Fink 


(Aus dem Institut fiir Girungsgewerbe und Stirkefabrikation, [Ernihrungsphysiologische Station!) 
der Universitat Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16, April 1943) 


In einer vorausgehenden Kurz-Mitteilung') wurde bereits in gedringter 
Form dariiber berichtet, da8 in Ernihrungsversuchen an wachsenden Ratten 
bei einer relativen Armut des gebotenen NahrungseiweifSes an S-haltigen 
Aminosiuren Kiivamerwachstum und regelmaBig hohe Sterblichkeit der 
Versuchstiere unter ganz bestimmten pathologischen Leberverinderungen 
beobachtet wurde, was durch Verfiitterung von Cystin vermieden werden 
konnte. Diese fiir die Stoffwechselphysiologie und -pathologie sowohl 
theoretisch wie auch praktisch sehr interessanten Befunde sollen nun im 
folgenden in ausfiihrlicher Weise dargestellt werden, und zwar werden zu- 
nichst in der vorliegenden Mitteilung die Ergebnisse der Tierversuche dar- 
gelegt, sowie die fiir die Ernihrungsphysiologie speziellen SchluBfolgerungen, 
wihrend die folgende 5. Mitteilung (J. Dobberstein und A. Hock) iiber 
die anatomisch-histologischen Befunde berichten wird. 

Wie bereits in den vorausgehenden Veréffentlichungen [1. und 2. Mit- 
teilung?)] dieser Mitteilungsreihe eingehend dargelegt wurde, ‘ist ein Nah- 
rungsprotein dann als biologisch vollwertig anzusehen, wenn es eine gewisse _ 
Zahl von Aminosiuren, die vom Organismus nicht selbst synthetisiert ~ 
werden kénnen, die aber fiir das Wachstum und die Stoffwechseifunktionen 
lebenswichtig sind, in ausreichendem Ma8e enthilt. Es wurde nun in der 
1. Mitteilung (a. a. 0.) diese Reihe an Hand von Aufzuchtversuchen gezeigt, 
da8 sowohl die Proteine einer Brauerei- wie auch die einer Holzzuckerhefe 
unter den angewandten Versuchsbedingungen, auf die wir noch niher ein- 
gehen werden, nicht vollwertig waren; beide EiweiSarten muBten durch 
Milch oder Fischmehlprotein ergiinzt werden, um ein befriedigendes Wachs- 
tum der Versuchstiere (junge, eben abgesetzte weife Ratten) zu gewihr- 
leisten. Unsere weiteren Bestrebungen gingen nun darauf hinaus, 
zu untersuchen, welche Aminosiuren dem Hefeprotein fehlen. 





1) A. Hock u. H. Fink, H. 278, 136 (1943). 
2) A Hock, Bio. Z. 811, 385 (1942); 814, 54 (1943). 
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darauf zurtickzufiihren, daB die Methylierungsvorgin ge des Organismus, wie die 
Bildung des Kreatins und des Cholins, nur aber die CH,-S-Gruppe des Methionins 
laufen, wie V. du Vigneaud und Sitkaslaibar mit durch schweren Kohienstoff 


indiziertem Methionin zeigen konnten*). Die das Wachstum verbessernde Wirkung 
speziel| dee Cystine wurde bereits bei verschiedenen pflanzlichen EiweiBarten 


heahachtet, «o von 1. Rh. Haag bei den Proteinen des Alfalfaheues*) und von 
Db. B. Smuts und I. 8.C. Marais bei Luzerne’). Auch fiir die uns hier besonders 
intereesierenden Pilzproteine konnte eine Wachstumsverbesserung durch Cystin 
you C.F. Skinner und A. E. Muller*) nachgewiesen werden. In Ubereinstim- 
mung mit diesen Befunden von C. E. Skinner und A. E. Muller stellten H. Fink 
und FF, Just?) 5 sowie K. Dirr und O. von Soden?®) durch chemische Bestimmungen 
in Trockenhefe einen relativ niedrigen Cystingehalt fest. Besonders die beiden 
letzteren Autoren weisen darauf hin, nar der Gehalt der von ihnen untersuchten 
Trockenhefe an Cystin ziemlich gering ist und daB die vorhandene Menge ver- 
mutlich dem tierischen Organismus nicht genugt. 


M. Womack, K.S. Kemmerer u. W.C. Rose, J. of Biol. Chem. 121, 
403 (§937). 
4) M. Womack u. W.C. Rose, J. of Biol. Chem. 141, 375 (1941); W.C. 
Rose u. T. R. Wood, Ebenda I41, 381 (1941). 
6) V. du Vigneand, M.Cohn, J. P. Chandler, J. R. Schenck u. 
5. Pim monds, J. of Biol. Chem. 140, 625 (1941). 
J. KR. Haag, Nutrition (Fr.) 4, 363 (1931). 


7) PD. B. Smuts u. J.8.C. Marais, Onderstepoort J. veterin. Sci. animal 
Ind. 11, 151 (1938). 


C.K. ss gag y u. A. E. Muller, Nutrition (Fr.) 19, 333 (1940). 
H. Fink u. F. Just, Bio. Z. 300, 84 (1938); 303, 234 (1939). 
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Das Eingreifen der S-haltigen Aminosaduren im Stoffwechsel ist recht mannig- 
faltig und kann daher hier nur in kurzen Ziigen besprochen werden. Die Bedeutung 
des Methionins fiir die Methylierungsprozesse des Organismus wurde bereits 
erwihnt. Ferner spielt Cystin bzw. sein Reduktionsprodukt, das Cystein, eine 
Rolle im Atmungsstoffwechsel, indem es im Cytochromsystem an der Bindung 
der prosthetischen Porphyringruppe mit dem Tragerprotein beteiligt ist und ande- 
rerseits aber auch anscheinend selbstandig durch das Redoxsystem Cystin-Cystein 
als Wasserstoffiibertrager wirken kann!). Auch als Aktivator oder Hemmkorper 
fir verschiedene Enzymsysteme (Proteinasen, Phosphatasen) kommen sowohl 
Cystein und Cystin, wie auch andere S-haltige Aminosiiuren (Glutathion, Homo- 
cystin) in Betracht!*). Ferner deutet der hohe Gehalt verschiedener Hormone, 
wie z. B. des Insulins!*) oder des Vasopressins und des Oxytocins!4), an S-H- 
Gruppen darauf hin, daB den S-Verbindungen auch hier wichtige Funktionen zu- 
kommen miissen. Sehr wichtig scheinen fiir den Organismus S-haltige Ver- 
bindungen, wie z. B. das am Schwefel durchoxydierte Taurin, als Komponente 
der Taurocholséure, zur Beseitigung toxischer Stoffwechselprodukte oder von 
auBen zugefiihrter Gifte oder Toxine zu sein. Wir werden auf diese Verhaltnisse 
spater noch zuriickkommen. 


Experimenteller Teil 


Die Methodik der Versuche war im Prinzip die gleiche, wie sie bereits in den 
vorausgehenden Arbeiten dieser Reihe beschrieben wurde. Es wurden Gruppen 
von jungen, eben vom Muttertier abgesetzten weien Ratten gebildet und diese 
Gruppen mit den einzelnen Versuchsdiaten 90 Tage lang ernihrt. Um in den ver- 
schiedenen Diatgruppen méglichst einheitliches Tiermaterial zu haben, wurden 
weitgehendst Geschwistertiere auf die Gruppen aufgeteilt. Wahrend der Versuchs- 
zeit wurde die Gewichtsentwicklung sowie der Gesundheitszustand der Tiere verfolgt. 


Versuchsnahrung. Wichtig war auch hier, wie bei den friiheren Versuchen, 
daB sich die einzelnen Diiten nur in der Art des gebotenen EiweifBes unterschieden 
und daB alle iibrigen Nahrstoffe stets in vollwertiger Qualitat und in ausreichender 
Menge verabreicht wurden. Ferner mu das EiweiBverhaltnis der Versuchsnah- 
rungen so weit gehalten werden (1:10,5), da es gerade noch ausreicht, um bei 
guter biologischer Qualitat ein normales Wachstum der Tiere zu gewahrleisten. 
Wir wahlten zur Befriedigung dieser Grundbedingungen wieder die bei uns bereits 
bewahrte Kostzusammenstellung, wie sie fiir die einzelnen Gruppen aus den 
Tab. I—III zu ersehen ist. So enthalten fast alle Diiten 7,48°/, Weizen und 7,29°/, 
Roggen, was einem konstanten Gehalt an Cerealienproteinen von 1 ,64°/) (Protein = 
N x 6,25) entsprach. Der Mineralstoffbedarf der Tiere wurde durch einen kon- 
stanten Gehalt von 3,65°/, Salzgemisch nach McCollum und Simmonds 
gewahrleistet, die Hefegruppen erhielten dazu zusitzlich primares Calciumphosphat 
in Mengen, die dem Ca-Gehalt des MilcheiweiBes der Diat M2 entsprachen. Der 
Gesamtfettgehalt der Nahrungen mit 2,8—2,9°/, bestand bei allen Gruppen (mit 
Ausnahme von Gr. 30, auf die spiter noch eingegangen wird) zum tiberwiegenden 
Teil aus Lebertran, was gleichzeitig den Vitamin-A- und -D-Bedarf der Tiere 
befriedigte. Der Kohlenhydratanteil der einzelnen Diaten betrug stets zwischen 
68 und 70°/, und war meist qualitativ befriedigend gieichartig. Nur bei den Gr. 15, 
16 und 17 war etwa die Halfte der Reisstarke durch die ernahrungsphysiologisch 
recht ahnlichen Kohlenhydrate!*) der Kartoffelflocken ersetzt, was die Vergleich- 
barkeit dieser Gruppen sicher nicht beeintraichtigte. Ein standiger Gehalt saimt- 
licher Gruppen an Brauereitrockenhefe in Héhe von 1,46°/, befriedigte den Bedarf 
11) K. Zeile u. H. Meyer, H. 262, 178 (1939). 

12) Kieser, A. Pth. 197, 187 (1941). 


) 
14) A.M. Potts u. J. F. Gallagher, J. of Biol. Chem. 148, 161 (1942). 
) A. Hock, Tierernahrung 10, 3, 249 (1938). 
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an B-Vitaminen und erhdhte den fiir alle Gruppen (auBer Gr. 26) qualitativ und 
quantitativ konstanten Proteinanteil auf 2,16°/,. Der Kaloriengehalt der einzelnen 
Diaten war ebenfalls befriedigend gleich (vgl. Tab. 111). ; ; 

Da wir — wie ja schon erdrtert — den Bedarf der Tiere an Cystin bzw. 
S-haltigen Aminosduren untersuchen wollten, muBte auch mit gréBtmdglicher 
Genauigkeit die Futteraufnahme der Tiere ermittelt werden. Wir lieBen uns zu 
diesem Zwecke besondere Futternapfe anfertigen, die ein Herauswerfen des Futters 
unméglich machten und in die die Tiere nur gerade mit dem Kopf hineinlangen 
konnten. Die Tiere erhielten — wie bei den friiheren Versuchen — das Futter 
taglich ad libidum zugeteilt, die Zuteilungen wurden jedoch taglich gewogen und 
die Riickstande zuriickgewogen. Tab. IV gibt die von den einzelnen Gruppen je 
Tier und Tag im Durchschnitt von 30 Tagen aufgenommenen N- und S- (orga- 
nischer S) Mengen in Milligramm wieder. 

Die Bestimmung des organischen Schwefels in den Futtermitteln erfolgte 
nach der Methode von H. Stotz!*), deren Genauigkeit wir in Kontrollversuchen 
befriedigend fanden*). Beziiglich der iibrigen verwendeten analytischen Methoden 
sowie auch aller sonstigen Einzelheiten der Versuchsmethodik gelten die ent- 
sprechenden Ausfiihrungen der friiheren Mitteilungen dieser Reihe. 


Besprechung der einzelnen Versuchsgruppen. Da bereits auf Grund anderer 
am Institut durchgefiihrter Arbeiten **) fiir uns feststand, da Hefen ver- 
schiedener Herkunft auch einen verschiedenen Gehalt an organischem S aufweisen 
(der natiirlich nicht unbedingt von Cystin oder anderen S-haltigen Aminosauren 
herzuriihren braucht), wahlten wir fiir die Versuche eine Holzzukerhefe der 
Bergin A.-G. mit dem recht weiten S:N-Verhaltnis von 1: 28,8 und als Gegenstiick 


dazu eine Brauereigelagerhefe mit einem engeren S:N-Verhaltnis von 1:18,3 | 


(vgl. Tab. I). Von diesen beiden Hefen wurden nun Diaten mit und ohne 0,2°/, 
Cystinzulage — 2°/, des NahrungseiweiBes (Gr. 18, 24 bzw. 27, 28) zusammen- 
gestelit; diese Versuchsreihen waren — natiirlich unter Beriicksichtigung der Tat- 
sache, daf jetzt andere Trockenhefen Verwendung fanden — ziemlich genaue 
Analoga zu den Gruppen B und BII in (2). Als Standardgruppe, die auch einen 
Vergleich mit friiheren Ergebnissen erlauben soll, wurde die MilcheiweiBgruppe M 
der 2. Mitteilung mit der Bezeichnung M2 wiederholt. Dies waren fiir unsere 
Versuche die wichtigsten und daher mit der gré8ten Tierzahl besetzten Gruppen 
(vgl. Tab. V). Da aber der biologische Wert eines Nahrungsproteins nicht nur 
von seinem Gehalt an Cystin, sondern von der ausreichenden Anwesenheit aller 
lebenswichtigen Aminoséuren abhingt, muBten zum Vergleich auch Erganzungs- 
versuche mit anderen Aminosduren durchgefiihrt werden. Diesem Zweck dienten 
Versuchsreihen, bei denen wir andere pflanzliche EiweiBarten zur Erganzung heran- 
zogen, die auch in der Ernahrungspraxis von Bedeutung sind. So zogen wir in den 
Gr. 15, 16 und 17 das sehr schwefelreiche KartoffeleiweiB (in Form von Kartoffel- 
flocken) in unseren Betrachtungskreis. In der Diat der Gr. 15 wurde dabei etwa 
*/3 des Milcheiwei8es der Gr. M 2 durch die Kartoffelproteine ersetzt, wahrend in 


_ Gr. 17 die HefeeiweiBmenge der Gr. 18 zu 1/, gegen KartoffeleiweiB ausgetauscht 


wurde. Die Nahrung von Gr. 16 stellt in ihrer Eiweizusammenstellung einen 
Ubergang von Gr. 15 zu Gr. 17 (Tab. III) dar. Die Gr. 22 und 23 sind in gewissem 
Sinne Parallelen zu Gr. 17: etwa 1/,; des EiweiBes der Holzzuckerhefe von Gr. 18 
wurde ausgetauscht, aber jetzt gegen CerealieneiweiB, und zwar bei Gr. 22 gegen 
das der Gerste und bei Gr. 23 gegen das von Biertreber, zwei EiweiBarten, deren 
gute biologische Qualitat bereits friiher von uns erwiesen werden konnte. In der 
Diat der Gr. 29 dagegen wurde der sonts iibliche Roggen- und Weizenanteil durch 


die N-aquivalente Menge von Gerste ersetzt; im iibrigen ist diese Gruppe eine 
Parallele zu Gr. 27 (Brauereigeligerhefe!) 





**) H. Stotz, Bodenkund. u. Pflanzenernahrg. 6, 69 (1937). 

*) Auf Grund einer persénlichen Information von Stotz wurde an Stelle 
der in der Ver6ffentlichung (a.a.0O.) zur alkalischen Veraschung empfohlenen 
NaOH MgO verwendet. — **) Noch nicht veréffentlicht. 
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Die Gr. 25 und 19 (mit Cystinzulage) wurden mit einer Diat ernahrt, die 
qualitativ den Gr. 18 und 24 (mit Cystinzulage) entsprachen, bei der jedoch durch 
Erhéhung des Holzzuckerhefeanteils der Rohproteingehalt der Diat auf 14°/, 
gebracht wurde. Das EiweiBverhaltnis war also hier enger als sonst iiblich (1: 6,1 
statt 1:10,5), und es bestand nun die Méglichkeit, daB der bei der Diat von Gr. 18 
zu geringe Gehalt an Cystin bzw. an S-haltigen Aminosduren der Diat jetzt aus- 
reichen wiirde. 

Die iibrigen Gruppen (26, 30, 32, 33) dagegen dienten nicht dem Studium der 
Erganzungsméglichkeiten von Hefeeiwei8. Bei ihnen sollte gepriift werden, ob die 
beobachtete Leberschidigung der Hefegruppen wirklich nur durch einen Cystin- 
mangel hervorgerufen wird. Die Zusammensetzung dieser Versuchsdiaten ist eben- 
falls aus den Tab. I—III ersichtlich; sie werden in dem die Leberschadigungen 
betreffenden Abschnitt naher besprochen werden. 


Bestimmung der Wachstumswerte. Als Wachstumswert wurde in den bis- 
herigen Ver6ffentlichungen dieser Reihe der Faktor Q = (Z x 100)/VP., der die 
Zunahme der Tiere in Gramm pro 100g verzehrten Rohproteins, also gewisser- 
maBen den Nutzeffekt des Nahrungsproteins, angab. Mit ahnlichen Werten rechnet 
auch die praktische Tierernahrung und wurde auch fiir wissenschaftliche Zwecke 
schon verschiedentlich gearbeitet, so z. B. von H. R. Plimmer und Mitarbeitern*’). 
Wir haben bei unserer Versuchsanordnung nun den Tieren die Menge der 
Nahrung nicht vorgeschrieben, sondern stets ad libidum verabreicht. Dies hatte 
den Vorteil, daB der gréBtmégliche Wachstumseffekt und damit die hdchste 
Nutzleistung jeder Diit beobachtet wurde; da auBerdem innerhalb der einzelnen 
Versuchsreihen fast stets Geschwistertiere verwendet wurden, traten infolge 
der konstitutionellen Gleichheit des Tiermaterials auch kaum gréBere Unter- 
schiede in der Futteraufnahme auf. Dagegen traten solche Unterschied* beim 
Vergleich von zeitlich verschiedenen Versuchsreihen mit verschiedenem Tier- 
material auf, wie ein, Vergleich des Nahrungsverzehrs der drei vorliegenden 
Veréffentlichungen dieser Versuchsreihe lehrt. Bei einem derartigen Vergleich 
kann man aber weiterhin feststellen, da trotz wesentlich verschiedener 
mengenmaBiger Nahrungsaufnahme und trotz verschiedenem Anfangsgewicht bei 
gleichen Diaten eine gleiche Gewichtsentwicklung festzustellen ist, wie die Fig. 1 
fiir die zu verschiedenen Zeiten mit verschiedenem Tiermaterial (aber gleichen 
Nahrungsmitteln) durchgefiihrten Versuchsgruppen M und M 2 (Milcheiwei8gruppe) 
zeigt. Dies 148t sich wohl so erklaren, daB die Tiergruppen durch den in der 
Versuchsanordnung vorgeschriebenen ,,ad libidum‘‘-Verzehr stets die optimale 
Nahrungs- bzw. Nahrstoffmenge aufnahmen und daB die Verschiedenheit in der 
konstitutionell bedingten Verwertung durch verschiedene Nahrungsaufnahme aus- 
geglichen wurde. Das heiBt also: Man darf den von uns verwendeten Q-Faktor 
bei einer verschiedenen taglichen Futteraufnahme nicht als absolute GréBe auf- 
fassen, sondern muB ihn auf eine stets mitzufiihrende Standardgruppe (z. B. die 
MilcheiweiBgruppe) beziehen. Einfacher und klarer erscheint es uns nun unter 
diesen Verhaltnissen aber, wenn man iiberhaupt von der Berechnung des Q-Faktors 
absieht und bei gleicher Versuchsanordnung (Verzehr ad libidum) die Gewichts- 
zunahme der Tiergruppen vergleicht. Auch hierbei sollte jedoch stets zur Kontrolle 
eine Gruppe mit einer bestimmten Standardnahrung und méglichst gleichem 
Futterverzehr mitgefiihrt werden. Wir haben diese Berechnungsart im folgenden 
(Fig. 2—6) durchgefiihrt; ein Vergleich mit den Q-Werten der friiheren Arbeiten 
1a8t sich unschwer durch Umrechnen der Q-Werte erreichen. 


Statistische Fehlerberechnung der Wachstumswerte. Besonders wurde — wie 
auch bei den friiheren Arbeiten — wieder darauf geachtet, daB die durchschnitt- 
lichen Wachstumswerte nicht durch die natiirliche biologische Schwankungs- 
breite beeintrachtigt werden. Neben dem Mittelwert des Wachstums mu8 also 
stets noch die Variationsbreite Beriicksichtigung finden. Diese wurde diesmal 





17) R. H. A. Plimmer, J.L. Rosedale, W. H. Raymondu. J. Lowndess, 
Biochemic. J. 28, 1863 (1934). 
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durch die in der Statistik iibliche Berechnung der sogenannten ,,mittleren Ab- 
weichung* ermittelt!§). Die Formel hierfiir lautet: 
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18) J.H. Born, Biologische Auswertungsmethoden; Verl. Springer-Berlin 1937. 
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wobei der Ausdruck 2d? die Summe der Quadrate der Abweichungen vom Durch- 
schnittsgewicht der Tiere und » die Anzahl der Tiere bedeutet. Hieraus wurde die 


mittlere Abweichung vom Durchschnittsgewicht, d. h. der ,,mittlere Fehler“ é = = 


Vn 
ermittelt, der in Tab. V in °/, wiedergegeben ist. Die dort unter der Spalte ,,ein °/)° 
aufgefiihrten Werte besagen einfach, daf z. B. ein Gewichtszuwachs von 27,2 g 
nach 20 Tagen um +13,45°/,, d.h. also um +3,66 g, unsicher ist. 


Besprechung der Ergebnisse 


A. Wachstumswirkungen. Die Wachstumswirkungen der einzeinen 
Diiten sind aus den graphischen Darstellungen der Fig. 2, 3, 4, 5 und 6 
zu ersehen. 


Bevor mit der Besprechung der Wachstumswerte begonnen wird, soll jedoch 
erst die Fehlerbreite derselben erértert werden. Wie man aus den e-Werten der 
Tab. V deutlich erkennen kann, liegt der aus der biologischen Variationsbreite 
resultierende Fehler bei allen Versuchen mit Ausnahme der Gr. 18, 25, 27 und 17 
spatestens nach Ablauf von 60 Versuchstagen héchstens bei 410°/,, meist sogar 
deutlich darunter, was fiir Tierversuche als sehr gut bezeichnet werden mu und 
eine befriedigende Genauigkeit der Versuche gewihrleistet. Aher auch die Werte 
mit einer Unsicherheit von --10—19°/, haben noch eine Genauigkeit, die bei Tier- 


versuchen absolut noch iiblich ist and die auch fiir unsere Z, wecke ausreic ht. : 





bene — —- Tatsache, daB es ak die Mangelgruppen sind, die « eine starkere Varia- 
tionsbreite der Wachstumswerte aufw eisen. Dieser Unterschied bleibt auch noch 
bestehen, wenn man beriicksichtigt, daB eréBere Streuungen rein rechnerisch durch 
die kleineren Zuwachszahlen und den teilweise geringeren Tierbestand der Gruppen 
verursacht sein kénnen. Wir erklairen uns dies — wie schon friiher — durch die 
ungeniigende biologische Qualitaét des NahrungseiweiSes, die bedingt, daB kon- 
stitutionsmaBig labilere Tiere, die unter besseren Ernaihrungsverhaltnissen noch 
ein normales Wachstum zeigen wiirden, jetzt starkere Wachstumshemmungen 
zeigen als ihre kraftigeren Geschwister. 


Bei Betrachtung der cigentlichen Wachstumswerte fallt sofort die 
Wirkung der Cystinzulage auf, die, in einer Héhe von 2°/, des verfiitterten 
Nahrungseiweibes (0,2°/, der Gesamtnahrung) bei den Gr. 24 (Holzzucker- 
hefe) und 28 (Brauereihefe) in der Lage war, ein ausgezeichnetes Wachstum 
der Tiere zu bewirken, das bei Gr. 24, wenigstens wihrend der ersten 
40 Versuchstage, fast dasjenige der Standardgruppe M2 erreicht und 
bei Gr.28 identisch war (Geligerhefe). Beim Fehlen dieser Zulage 
dagegen lag das Wachstum der Hefegruppen (Gr. 18 und 27) stark unter 
der Standardgruppe; vor allem bei der Holzzuckerhefegr. 18 betrug 


die Zunahme nur Bruchteile von dem der Standardgruppe M2, z. B. 


nach einer Versuchsdauer von 10 Tagen 1,3 ¢ gegeniiber 12,6 g, nach 
30 Tagen 12,1 g gegeniiber 38,8 g und nach 60 Tagen 20,6 ¢ gegeniiber 
72,4 g¢. Bei der Brauereigr. 27 waren die Unterschiede zwar geringer, aber 
immer noch recht deutlich, so z. B. nach 10 Tagen 4,0 g gegeniiber 12,6 g, 
nach 30 Tagen 18,7 g gegeniiber 38,8 g, nach 60 Tagen 38,2 g gegeniiber 
72,4 g und nach 90 Tagen 46,0 g gegeniiber 93,2 g. In dieser Héhe bewegen 
sich auch ungefaihr die Wachstumswerte der Holzzuckerhefegruppe 25, bei der 
der KiweiBSanteil der Diiit durch erhéhte Hefegabe auf 14,00°/, (Nahrstoff- 
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verhiltnis 1:6,1 gegeniiber 1:10,5 bei den iibrigen Gruppen) gebracht 
worden war. Zur vollen Gleichwertigkeit in der Wachstumswirkung reichte 
also auch diese MaBnahme noch nicht aus; erst wieder eine Zulage von 
Cystin in Hohe von 1,7°/, des NahrungseiweiBes (Gr. 19) machte die Hefe 
vollwertig und brachte die Wachstumswerte auf die Héhe der Standardgr. 
M 2. Gr. 29, bei deren Diait der Roggen und Weizen in N-iiquivalenter Menge 
durch Gerste ersetzt war, wihrend alle iibrigen Nihrstoffe der Gr. 27 ent- 
sprachen, zeigte gegeniiber Gr. 27 bis 50 Tage lang keine Unterschiede, von 
diesem Zeitpunkt an war Gr. 27 sogar leicht iiberlegen. 

Die Wachstumsentwicklung von Gr. 15 zeigt uns, daB ein Ersatz von 
etwa */, der MilcheiweiBmenge der Standardgruppe M 2 (unter sonst gleichen 
Ernihrungsbedingungen) durch die Proteine der Kartotfel keine Ver- 
schlechterung des Wachstums bewirkt. Ersetzt man unter sonst gleichen 
Ernihrungsbedingungen 1/, der HefeeiweiBmenge von Gr.18 durch Kar- 
toffeleiweiB, so bedeutet dies — wie Gr. 17 zeigt — ebenfalls eine gewisse 
Verbesserung des Wachstums gegeniiber Gr. 18; vom 50. Versuchstag an 
werden allerdings die Werte unsicher, da die Tierzahl wegen der hohen 
Sterblichkeit der Gruppe zu gering geworden ist. Gr. 16 liegt mit ihren 
Wachstumswerten etwa zwischen 15 und 17, was der Zusammensetzung der 
gebotenen KiweiS$nahrung entspricht. 

Hine noch deutlichere Wachstumsverbesserung als der eben besprochene 
Austausch von etwa */, der HefeeiweiSmenge von Gr. 18 gegen Kartoffel- 
eiweif} bewirkt ein sich in gleicher Héhe bewegender Ersatz des HefeeiweiBes 
durch die Cerealinproteine der Gerste (Gr. 22); es werden hierdurch sogar 
fast die Werte der Standardgr. M 2 erreicht; allerdings wird auch bei diesem 
Versuch vom 40. Tag an die Zahl der Versuchstiere durch hohe Sterblich- 
keit — auf die im nichsten Abschnitt eingegangen wird — schon recht 
niedrig, so da Vorsicht in der Beurteilung geboten erscheint. Auch die 
Gr. 23 zeigt deutlich gegeniiber Gr.18 eine Wachstumsverbesserung; sie 
entspricht der eben besprochenen Gr. 22, nur wurde an Stelle von Gerste 
in N-&quivalenter Menge Biertreber verfiittert. Der Wachstumseffekt liegt 
jedoch deutlich niedriger als bei Gr. 22, was mit unseren fritheren Erfah- 
rungen iibereinstimmt. 

Einen'Beweis dafiir, daB dem HefeeiweiB Cystin oder andere S-haltige 
Aminosiuren fehlen und da8 es in seiner Wachstumswirkung in der Haupt- 
sache mittels ausreichender Erginzung durch S-haltige Aminosiuren — sei 
es nun als Bestandteile anderer HiweiBarten oder in Form einer direkten 
Zulage von Cystin — verbessert werden kann, bringt auch ein Vergleich 
der eben beschriebenen Wachstumswerte mit dem Verhaltnis von S (organ.): 
N in den einzelnen Diiiten (vgl. Tab. IV). Es zeigt sich, daB hier deutlich die 
Beziehung besteht, daB mit enger werdendem 8S: N-Verhiltnis auch das 
Wachstum sich verbessert. Allerdings ist diese Beziehung nicht streng. 
Dies ist aber auch nicht weiter verwunderlich, da ja einmal der 8-Gehalt 
eines Nahrungsmittels nicht identisch mit seinem Gehalt an S-haltigen 
Aminosiuren zu sein braucht und sicherlich auch noch andere Faktoren 
fiir das Wachstum eine Rolle spielen. : 

x € 
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Was die Wachstumswerte der Gr. 32 und 33 anbelangt, so liegen diese 
(Fig. 6) recht gut (in der Hohe des Standardversuchs), die Ergebnisse diirfen 
jedoch nur mit Vorsicht aufgenommen werden, da die Tierzahl der Gruppen 
von Anfang an nur gering war (7 Tiere je Gruppe). Wir werden auf diese 
Versuche im nichsten Abschnitt (Sterblichkeit und Leberschidigungen) 
noch zuriickkommen. Die Gr. 26 kann mit der Standardgr. M 2 im Wachs- 
tum (Fig. 6) nicht verglichen werden, da auch die Kohlenhydratanteile der 
Diit dieser Gruppe andere sind als bei den bisher besprochenen Diiten. 
Sie diente — wie schon erwihnt — der Klirung von Fragen (Sterblichkeit 
und Leberschiidigung), die ebenfalls im nachsten Abschnitt besprochen 
werden sollen. Ernihrungsphysiologisch interessant ist bei dieser Gruppe 
das ausgezeichnete Wachstum der Tiere ohne jedes tierische Eiwei8, fiir das 
zweifelsohne neben dem Proteingehalt der Nahrung (CerealieneiweiB) auch 
der Wechsel der Kohlenhydrate verantwortlich ist. Fiir junge wachsende 
Tiere scheint die Weizen- und Roggenstiirke in Verbindung mit den iibrigen 
Kohlenhydraten dieser Getreidearten wesentlich giinstiger zu sein als reine 
Reisstiirke. Es spielen hier vielleicht ihnliche Verhialtnisse eine Rolle, wie 
sie von Malyoth'®) fiir die Milchkohlenhydrate bei der Siuglingsernihrung 
(Bevorzugung von /-Maltose gegeniiber «-Maltose) gefunden wurden. 

Was nun die Art des bei verschiedenen Gruppen beobachteten Kiimmer- 
wachstums anbelangt, so konnte hierzu festgestellt werden, daB nicht einzelne 
K6rperteile der Tiere zugunsten anderer im Wachstum zuriickblieben, wie 
dies z. B. bei typischen Hungererscheinungen der Fall zu sein pflegt. Die 
Tiere waren absolut wohlproportioniert und zeigten auch bei der Sektion 
durchaus noch gewisse Fettpolster. Man kann die Art dieser Wachstums- 
hemmung — wie auch bei den friiher beschriebenen Versuchen — am besten 
mit der in der Biologie bekannten Form des infantilen Zwerges vergleichen. 


B. Sterblichkeit und Leberschadigungen. Zur Beurteilung einer Nah- 
rung oder eines Nihrstoffes geniigt nicht allen das Wachstum, ebenso 
wichtig ist auch das Studium des Gesundheitszustandes der Versuchstiere, 
die Beobachtung der Sterblichkeit und ihre Ursachen. Hierbei stieBen wir 
auf die eingangs schon erwiihnte Leberschaidigung, die durch Cystinzulage 
vermieden werden kann. 

Wie ebenfalls schon in der Hinleitung gesagt, wird die histologisch- 
anatomische Beschreibung der beobachteten Organverinderungen in der 
folgenden Mitteilung erfolgen. An dieser Stelle soll dagegen gezeigt werden, 
daB die Ursachen der Stoifwechselstérungen, als deren Folgen die beob- 
achteten Organschidigungen — vor allem der charakteristische Leber- 
zerfall — angesprochen werden miissen, ernihrungsbedingt sind, und daB 
vor allem dem Cystin bei der Verhiitung dieser Stoffwechselerkrankung 
eine entscheidende Rolle zukommt. 

Dies wird vor allem aus den graphischen Darstellungen der anteil- 
miBigen Sterblichkeit der Versuchstiere sowie der Todesursache der einzelnen 
Gruppen mit und ohne Cystinzulage klar. 





19) G.Malyoth u. 8. Kirimlidis, Klin. Wschr. 1989, 1240, 1270. —_. 
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Erklarung zu den Figuren 7—10. 


Die ausgezogenen gezeichneten Kurven geben die Zahl der zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt des Vcrsuches gestorbenen Versuchstiere in Prozent an. Die 
gestrichelten Kurven geben den Anteii der Tiere wieder, die laut Sektionsbefund 
infolge der spater (5. Mitt.) zu beschreibenden typischen Organschaidigungen 
(Leberzerfall) sterben; diese letzteren Kurven wurden nur dann berechnet, wenn 
von mindestens 50°/, aller gestorbenen Tier: das Sektionsergebnis vorlag und auch 
sonst eine Berechnung nicht statistischen Erwagungen widersprach. | 
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Fig. 7. °/, Sterblichkeit d. Gr. 18 Fig. 8. °/, Sterblichkeit d. Gr. 27 
und 24. (Holzzuckerhefe). Gr. 18; und 28. (Brauereihefe). Gr. 27: 
85 Tiere; + 82 Tiere; seziert 38, 23 Tiere; + 16 Tiere; seziert 8, 
davon bei 32 Leberbefund, Gr. 24: davon bei 4 Leberbefund. Gr. 28 : 
32 Tiere; + 14 Tiere; seziert 8, 16 Tiere: + 3 Tiere; seziert 3, da- 
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Fig. 9. °/, Sterblichkeitd. Gr. 25 Fig. 10. °/, Sterblichkeit der 
und 19. (Holzzuckerhefe). Gr. 25: Gr. 15, 16, 17 und 22, 23. 
31 Tiere; + 27 Tiere; seziert Gr.15: 13 Tiere; + kein Tier. 
15 Tiere, davon bei 12 Leberbef. Gr. 16: 34 Tiere; + 26 Tiere; se- 
Gr. 19: 20 Tiere; + 9 Tiere; se- ziert 5, davon bei 4 Leberbef. 
ziert 6 Tiere, davon kein Tier Gr. 17: 47 Tiere; + 44 Tiere; se- 
Leberbefund ziert 6, davon bei 4 Leberbef. 


Gr. 22: 28 Tiere; + 23 Tiere; se- 

ziert 6, davon bei 4 Leberbef. 

Gr. 23: 20 Tiere; + 11 Tiere: se- 
ziert 1, kein Leberbefund. 


Das klarste Ergebnis bietet die Holzzuckerhetegr.18 (Fig.7). Von 
den zu Beginn des Versuches eingesetzten 85 Tieren (Tiere, die vor dem 
6. Versuchstag starben, wurden nicht berjicksichtigi) siud bereits nach 
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22 Tagen 36 = 42°/, gestorben; 14 dieser Tiere wurden anatomisch-histo- 
logisch untersucht und bei 13 Tieren einwandfrei schwerste Leberveriinde- 
rungen nachgewiseen. Man kann also sagen, da von den eingesetzten Ver- 
suchstieren schon nach 20 Tagen 40°), infolge einer Stoffwechselstérung, 
die den Leberzerfall bewirkt, gestorben sind. Nach 50 Tagen waren 85°/, 
der Tiere (72 von 85) gestorben und bei 75°/, (30 von 34 Sektionen) konnte 
der Leberzerfall beobachtet werden. Am Ende des Versuches (nach 90 Tagen) 
war die Todesziffer auf 97°/, gestiegen und 84°/, an Leberzerfall zugrunde 
gegangen. 

Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei Gr. 24, deren Didt sich von 18 
nur durch eine Cystinzulage von 0,2°/, der Gesamtmenge = 2°/, des Eiweif 
unterscheidet. Nach “%tagiger Versuchsdauer waren bei dieser Gruppe 
erst 2 Tiere (6°/, der Gesamttierzahl) gestorben, nach 50 Tagen war die 
Zahl der eingegangenen Tiere auf 10 = 31°/, gestiegen, wihrend am Ende 
des Versuches 14 Tiere = 44°/, iiberlebt hatten. Von 8 der gestorbenen 
14 Tiere liegt der anatomisch-histologische Befund vor und nur in 4 Fallen 
konnten krankhafte Verainderungen an der Leber beobachtet werden; je- 
doch waren nur bei einem dieser 4 Befunde die Verinderungen so eindeutig, 
daB dieser Fall mit Sicherheit unter die bei Gr. 18 festgestellten Krank- 
heitsbilder (vgl. 5. Mitt.) eingereiht werden kann, bei den iibrigen 3 Fiillen 
jedoch waren die Verinderungen auffillig gering, es konnten nur stirkere 
Stauungen und ganz vereinzelt Blutungen beobachtet werden. Von einer 
statistischen Auswertung dieser Befunde haben wir wegen der zu geringen 
Zahl der Falle Abstand genommen; man wird jedoch kaum fehlgehen, wenn 
man die Zahl der Leberschidigungen mit héchstens 50°/, der Todesfille 
annimmt (22°/, siimtlicher Versuchstiere). 

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, da8 1. bei Verfiitterung 
der Diaét von Gr.18 Stoffwechselstérungen auftreten, unter 
deren Einflu8 der gréBte Teil der Tiere unter Leberzerfall zu- 
grunde geht und da§ 2. diese Stérungen bei einer calorisch und 
elweiBmengenmaBig unbedeutenden Cystinzulage von 2°%/, der 
EiweiBmenge fast véllig vermieden werden kénnen. Dies kann 
nur so erklirt werden, daB das zu 80°/, aus Hefeproteinen bestehende Ki- 
wei8 der Gr. 18 zu wenig S-haltige Aminosiiuren enthalt, und daB dies die 
Ursache sowohl fiir das schlechte Wachstum, wie auch fiir die Sterblichkeit 
der Tiere ist. Ein weiterer Beweis fiir diese Theorie ist die Tatsache, daB 
bei der Standardgruppe M 2, die, wie Tab. IV zeigt, taglich rund 14,0 mg 
organischen Schwefel gegeniiber rund 8,7 bei Gr.18 aufnahm, praktisch 
keine Todesfalle auftreten und nie eine Leberschidigung beobachtet 
werden konnte. | 

Ganz das gleiche Bild wie Gr. 18 bietet die Gr. 25 (Fig. 9), bei deren 
Nahrung in Abinderung der Diait von Gr. 18 durch Erhohung der Hefemenge 
(Holzzuckerhefe) der EiweiBanteil auf 14°/, (KiweiBverhiltnis 1: 6,1) ge- 
stiegen ist; die MaBnahme hatte praktisch keinen Erfolg; nach 20 Tagen 
waren von 31 Tieren 16 = 52°/, gestorben, nach 50 Tagen waren es 21 Tiere 
== 57°/, und bei Versuchsende 27 Tiere = 87°/, des gesamten eingesetzten 
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Tiermaterials. 15 der 27 gestorbenen Tiere wurden seziert und bei 12 der- 
selben zeigte der anatomisch-histologische Befund wieder eindeutig den 
Leberzerfall als Todesursache; 10 dieser Befunde lagen bereits nach 30 Tagen 
vor (nihere Kinzelheiten sind aus Fig.9 abzulesen). Bei Gr.19 dagegen, 
die der Gr. 25 in der Ernahrung mit Ausnahme einer 1,7°/, der Eiweib- 
menge betragenden Cystinzulage véllig gleicht, konnten insgesamt nur 
9 Todesfille unter 20 Tieren festgestellt werden; 5 dieser Tiere wurden 
seziert, eine Leberschidigung konnte in keinem Falle nachgewiesen werden. 
Kinzelheiten vgl. Fig. 9. 


Tabelle IV 
Taglicher Verzehr an N und S in mg 





V.-Tage | N § ({8:N = 1: V.-Tage | N S |{S:N =1: 























=| 0—30 |198,5] 13,8 | 14,37 | 0-30 |207,0] 14,9 | 13,93 
| 30—60 | 202,0] 14,0 14,37 « | 30—60 | 192,5] 13,8 13,93 
© | 60—90 | 208,0] 14,5 | 14,37 SO} 60—90 | 224.5] 16,1 13,93 
21 0—380 |199,1] 9,8 20,3 0—30 |208,0] 12,7] 163 
. | 30—60 |190,5] 9,4] 20,3 30—60 | 210,1 | 12,9 16,3 
5 | 60-90 | — — | — 60—90 | 220,0] 13,5 | 16,3 
0O—30 | 177,3 | 14,4 12,3 0—30 | 208,0 | 12,0 17,3 — 
30—60 |184,0] 15,0 | 12,3 30—60 | 191.2] 11,0] 17,3 
60—90 | 184,5] 15,0 | 12,3 60—90 |(202,0)} 11,7 17,3 
0—30 | 245,5 | 11,0 22,2 0—30 ]168,2]) — oe 
30—60 | 225,8] 10,2 22,2 30—60 |199,0] -- oe 


60-00 | — F — — 


0—30 | 272.0] 19,8 | 13,7 
30—60 | 287,5 | 20,9 | 13,7 
60—90 | 328.5] 23,9 | 13,7 


0—30 | 157,0 | 10,0 15,75 


60—90 |193,2} —— ae 


O—30 |194,2] 12,6] 15,4 — 
30—60 | 199,5 | 12,9 15,4 
60—90 | 189.4] 12,3 15,4 


0—30 | 203,56] — — 


















































Gr. 26 | Gr. 33 | Gr. 32 | Gr. 23 | Gr. 22| Gr. 17 | Gr. 16 


Gr. 29 | Gr. 28 | Gr. 27| Gr. 19; Gr. 25 | Gr. 24 


30—60 | 186,2} 11,8 15,75 30—60 | 200,0] —- ule 
60—90 15,75 _ 60—90 | 199,0 , sic 
0—30 | 187,0 |] 18,0 10,40 0—30 | 179,8 , OOS 
30-—60 | 208,0 | 20,0 10,40 30—60 |197,8] - ‘ied 
60-—90 if x 2 10,40 | 60—90 | 209,5, ie oe 

1 O.00 EIG6GE = fom 0—30 |155,8) — a 
30—60 | 150,0 30—60 |197,8] -- “ 
60—90 | — 60—90 [1915] - ‘on 


Das 8: N-Verhiltnis der fiir die eben besprochenen Gruppen verwen- 
deten Holzzuckerhefe ist, wie aus Tab. I hervorgeht, mit 1: 28,8 relativ 
weit; die Tiere der Gr. 18 und 25 erhielten daher, wie Tab. IV zeigt, ent- 
sprechend den S: N-Verhaltnissen von. 1: 20,3 bzw. 1: 22,2 der Diiiten 
tiglich nur zwischen 9,4 und 9,8 bzw. 10,2 und 11,0 mg 8 in der Nahrung. 
Durch Verwendung einer Brauereihefe (an Stelle der Holzzuckerhefe) mit 
einem engeren S: N-Verhiltnis von 1:18,3 konnte in Gr. 27 die tiigliche 
S-Ration auf 10—11,8 und das 8: N-Verhiltnis auf 1: 15,7 der Diit erhéht 
werden, was auch — wie bei bereits besprochen — erwartungsgemaéB zu 
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einer gewissen Wachstumsverbesserung fiihrte. Wie nun die Fig. 8 zeigt, 
ist bei dieser Gruppe auch eine Besserung des Gesundheitszustandes fest- 
zustellen. Nach 20 Tagen waren von 23 Tieren erst 5 = 22°/,) gestorben 
(gegeniiber 42°/, bei Gr. 18), nach 50 Tagen war die Todeszah! auf 13 — 
56°/, (85°/, bei Gr. 18) und bei Versuchsende auf 16 = 70°/, (97°/, bei Gr. 18) 
gestiegen. Von den insgesamt 8 sezierten Tieren zeigten nur 4 typische 
Leberbefunde. Auch dies zeigt deutlich ein Zuriickgehen der Leberschidi- 
gungen. Als sehr gut ist der Gesundheitszustand von Gr. 28 (Diat von 
27 +. 2,0°/, (der EiweiBmenge) Cystinzulage (S: N = 10,4) zu bezeichnen. 
Von 16 Tieren waren noch nach 50 Tagen keines gestorben; insgesamt 
starben tiberhaupt nur 3 Tiere und zwar anscheinend interkurrent, da 
anatomisch-histologisch keinerlei Verinderungen festgestellt werden 
konnten. Die Gr. 29, bei der in Abinderung von Gr. 27 Roggen und Weizen 
in N-a’quivalenter Menge gegen Gerste ausgetauscht wurden, zeigt das gleiche 
Bild der Sterblichkeit wie Gr. 27. Von diesen 13 Tieren waren nach 30 Tagen 
8 gestorben und nur 3 erlebten das Versuchsende nach 90 Tagen. 4 der 
gestorbenen Tiere wurden seziert, sie zeigten simtlich starken Leber- 
zerfall. 

In Fig. 10 ist die Sterblichkeit der Gr. 15, 16, 17 sowie 22 und 23 gra- 
phisch dargestellt. Gr. 15 zeigt einen tadellosen Gesundheitszustand, keines 
der 13 Tiere starb; diese Gruppe gleicht hierin vollig der Gr. M 2, bei der 
ebenfalls praktisch keine Todesfille auftraten, und zeigt in Analogie zu den 
friiher diskutierten Wachstumswerten, daf rund 4/, des MilcheiweiBes der 
M 2-Gruppe ohne Schaden durch KartoffeleiweiB ersetzt werden kann. 
Dagegen gleicht die Sterblichkeit von Gr. 17, bei der 4/, des Hefeeiweifes 
von Gr.18 durch Kartoffeleiwei8 ersetzt wurden, keine Verbesserung im 
Gesundheitszustand der Tiere, die Mortalitit blieb die gleiche und auch die 
allerdings nur geringe Zahl (6) der Sektionen zeigte deutlich die Leber- 
schidigung als iiberwiegende Todesursache. Etwas besser sind die Ver- 
hiltnisse bei Gr. 16, bei deren Dist 25°/, der Holzzuckerheferation von 
Gr.17 durch Milchproteine ersetzt waren. Nach 20 Tagen waren 9 von 
34 Tieren = 26°/, gestorben (gegeniiber 47°/, bei Gr. 17), nach 50 Tagen 
war die Zahl der Toten auf 22 = 65°%/, gestiegan (81°/, bei Gr. 17) und nach 
90 Tagen waren 26 Tiere = 76°/) gestorben (94°/, bei Gr. 17). Von den 5 
sezierten Tieren zeigten 4 starke Leberschidigungen, was wiederum darauf 
hinweist, da der Leberzerfall fiir den iiberwiegenden Teil der Todesfille 
verantwortlich ist. 

Gr. 22, bei der 1/, des Hefeproteins von Gr.18 durch GersteneiweiB 
ausgetauscht wurde, zeigt einen Sterblichkeitsverlauf, der etwa zwischen 
den Gr. 16 und 17 liegt. Gr. 23 verhilt sich in der Sterblichkeit bis zum 
30. Tag genau so, von diesem Tage an starb jedoch kein Tier mehr, was 
aber vielleicht ‘ein Zufallsbefund war, da zu diesem Zeitpunkt nur noch 
9 Tiere lebten. 

Wenn man mit diesen Befunden den S-Gehalt der Diiiten bzw. die 
durchschnittliche tagliche S-Aufnahme der Tab. IV vergleicht, so zeigen sich 
wiederum Zusammenhinge: Von den 3 Gruppen 15, 16 und 17 erhilt Gr.15 
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die héchste S-Menge (13,8—16,1 mg taglich) und die Diadt hat das engste 
S: N-Verhaltnis 1:13,9. In Ubereinstimmung damit zeigt sie auch den 
besten Gesundheitszustand. Die Gr.17 mit einem 8S: N-Verhiltnis der 
Didét. von 1:17,3 und einer taglichen S-Aufnahme von nur 11,0—12,0 mg 
zeigt eine sehr hohe Sterblichkeit, wihrend die Gr. 16 mit einem. etwas 
engeren S: N-Verhaltnis von 1: 16,3 und einer etwas besseren tiglichen 


S-Aufnahme von fast 12,7—18,5 mg auch deutlich eine niedrigere Sterb- 
lichkeit aufweist. 


Fiir Gr. 22 kann kein Vergleich durchgefiihrt werden, da der S-Gehalt 
der Gerste nicht ermittelt wurde; Gr. 23 entspricht bei einem 8: N-Ver- 
haltnis von 1 : 15,4 und einer um 12,6 mg liegenden taglichen Aufnahme von 


organischem Schwefel in der Sterblichkeit etwa der Gr. 16 (Sektionsbefunde 
liegen auBer einem nicht vor). 


Bei dem 8: N-Verhaltnis der Diaiten sowie dem tiglichen S-Verzehr 
der Gr. 16 und 23 (vielleicht auch 17) hatte man nach rein formalen Er- 
wigungen mit einem besseren Gesundheitszustand der Tiere rechnen kénnen. 
Da8B dies nicht der Fall war, erscheint jedoch keineswegs verwunderlich. 
Ks bestehen nach den vorliegenden Befunden ebenso wie zwischen Wachstum 
und 8: N-Verhaltnis der Diaéten, auch zwischen dem S-Gehalt bzw. 8: N- 
Verhaltnis des NahrungseiweiBes und dem der Sterblichkeit bzw. den 
Organschadigungen der Tiere Beziehungen, eine strenge Gesetzmi®igkeit 
kann man aber sicherlich nicht erwarten, da ja — wie schon friiher gesagt — 
einmal der 8-Gehalt eines Nahrungsmittels nicht identisch ist mit seimem 
Gehalt an Aminosiureschwefel und andererseits sicherlich auch noch andere 


Faktoren dabei eine Rolle spielen werden (z. B. Mangel an anderen 
Aminosaéuren). 


Ks bleiben nun noch die Gesundheitsverhaltnisse der Gr. 30, 32, 33 


und 26 zu besprechen, die zur Klarung bestimmter Sonderfragen mitgefiihrt 
wurden. 


Da uns bekannt war, daB in der Schweinezucht gelegentlich Leberdystro- 
phien beobachtet wurden, die auf Verfiitterung von Lebertran zuriickgefiihrt 
wurden”°), muften wir fiir unsere Ratten diese Frage klaren. Es erhielt daher 
die Gr. 30 eine Diat, die derjenigen der Gr. 18 entsprach, nur wurde an Stelle von 
Lebertran Palmin (unter Zusatz von Vigantol und Vogan) gegeben. Es zeigte sich, 
daB der Lebertran weder fiir die beobachtete Sterblichkeit noch fiir die Leber- 
erkrankungen verantwortlich zu machen war. Von 10 der eingesetzten Tiere der 
Gr. 30 starben simtliche Tiere bis zum 40. Tage; 5 davon wurden seziert und 
zeigten schwerste Leberschadigungen. 


Weiterhin blieb fiir uns noch die Frage zu kliren, ob bei anderen 
cystinarmen EiweiSarten unter den gleichen Versuchsbedingungen (gleiche 


-Roggen- und Weizengabe sowie gleiches Nahrstoffverhaltnis wie Gr. 18) 


ebenfalls der gefundene Leberzerfall zu beobachten ist; es kénnte ja der 
Fall sein, da8 spezielle Hefebestandteile, z. B. der hohe Nucleinsiuregehalt 





20) W. Nicolaus, Tierarztl. Rundschau 48, 24, 41 (1937); Arch. f. wiss. 
u. prakt. Tierheilk. 78, 428 (1938). 
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der Hefe oder vielleicht auch der hohe Gehalt an B-Vitaminen fiir die 
Schidigung wenigstens teilweise verantwortlich zu machen sind. Wir er- 
setzten daher in einer kleinen Gruppe von 7 Tieren (Gr. 32) die Holzzucker- 
hefe in N-aquivalenter Weise durch das als cystinarm bekannte*") Casein. 
3 der Tiere starben nach 10, 35 und 49 Tagen und zeigten ebenfalls deutlich 
die charakteristischen Leberverinderungen. Im iibrigen ist bei diesen 


Tieren interessant, daB sie —- wie schon im vorausgehenden Abschnitt 
gesagt — nicht das infantile Zwergenwachstum der Hefegruppen zeigten, 


sondern recht gut wachsen. Leber- und Wachstumsschidigung scheinen 
also nicht stets parallel zu gehen. Gr. 33 erhielt die gleiche Nahrung, 
nur wieder die iibliche Cystinzulage von 2°/, der EiweiBmenge. 2 von 
10 Tieren dieser Gruppe starben nach 27 bzw. 45 Tagen; das Sektions- 
ergebnis war vollig negativ, so da interkurrente Griinde als Todesursachen 
anzunehmen sind. Das Wachsturm dieser Gruppe entsprach dem der Gr. 32. 
Wir konnten also nicht die von verschiedenen Autoren beschriebene Wachs- 
tumsverbesserung einer Caseinnahrung durch Cystin?°) beobachten; d. h. 
also, unsere Diit Nr. 32 enthielt noch geniigend Cystin fiir das Wachstum, 


trotzdem traten aber die speziellen Leberschidigungen auf. 


Tabelle V 


Mittlerer Fehler der durchschnittlichen Gewichtszunahmen 
(ec in °/,) und Tierzahl (Tz) 


(Zur Berechnung der durchschnittlichen Gewichtszunahme wurden nur Tiere 
eingesetzt, die 20 Versuchstage tiberlebten) 









































: in °/, nach Tagen in °/, nach Tagen 
Gruppe Gruppe ehiiciensithsshasiattshoene 
20 60 | 90 20 60 90 
M2| « in %, |13,45| 6,88 | 7,65 27| © in °/, | 14,73 | 16,88 | 16,28 
| Tierzahl | 11 oe | Tierzahl | 17 9 7 
18| ¢ in °/, | 13,03 | 16,40; — 28| «in %/, | 7,08| 4,23] 4,09 
Tierzahl | 37 12 : Tierzahl 16 15 13 
24| «in %, | 8,64| 5,41/ 7,18 15| ein °/, | 8,28 | 10,65 | 6,04 
| Tierzahl 28 21 17 Tierzahl 13 13 13 
25! ¢ in %, | 21,30/19,00| — 16| « in %/, | 7,86| 9,90 | 7,30 
Tierzahl 15 4 — | Tierzahl 23 9 8 
19| ¢ in %, | 12,42 | 7,62) 5,36 17! e in °/, | 15,35 | 12,03 | — 
| Tierzahl | 15 | 12 | 12 Tierzahl | 22 | 5 | — 
| | 22| «in %/, |11,10| 8,74 | 9,34 
| Tierzahl | 15-| 7 5 
23| « in °/, | 14,30 9,16 |. 7,13 
| Tierzahl wi hea 














Ein weiteres Pilzeiwei8 (Aspergillus Oryzae), das in N-iquivalenter 
Menge an Stelle von Holzzuckerhefe (Gr. 18) gegeben wird, wird von uns 


21) M. Lafon, Ann. Physiol. Physicochim. biol. 15, 1 (1939). 
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zur Zeit noch untersucht. Folgende vorlaufigen Befunde seien jedoch hier 
bereits wiedergegeben: Von 8 Tieren starben-5 nach 10, 13, 14, 29 und 
41 Tagen, 4 davon zeigten bei der Sektion ebenfalls die spezifischen Leber- 
_ schadigungen. Bei einer Parallelgruppe mit einer Zulage von 2°/, des 


NahrungseiweiBes in Form von Cystin traten unter 7 Tieren keine Todes- 
fille auf. 


In Gr. 26 wurde die Holzzuckerhefe der Gr.18' in N-aquivalenter 
Weise durch Roggen und Weizen ersetzt und zwar durch den gleichen 
Roggen und Weizen, der sonst fiir alle Versuche Verwendung fand. Hier 
sollte gepriift werden, ob nicht vielleicht von dieser Seite her eine toxische 
Schadigung durch giftigen Besatz oder andere zufillig anwesende Toxika 
gekommen war. Von 8 Tieren dieser Reihe starb ein Tier; der Sektions- 


befund ergab Paratyphus. Das Wachstum der Gruppe war ausgezéichnet: 


Dieser Befund zeigt eindeutig die pharmakologische Unschadlichkeit unserer 
Futtermittel. 


Weiterhin wurde von uns die verwendete Holzzuckerhefe einer chemi- 
schen Analyse beziiglich ihres Gehaltes an normalen Mineralstoffen sowie 
an Kupfer, Arsen und Blei unterzogen. 


. GLusammensetzung der Holzzuckerhefeasche: SiOQ,: 0,754); 
K,O: 27,129/); Na,O: 3,09°/,; P,O;: 58,05°/,; Fe,0,: 2,219/,; CaO: 3,64°/,; 
MgO: 5,21°/,; Pb: —; Cu: Spuren (in 10g); As: — (nach Gutzeit). 


Wie die Ergebnisse zeigen, entspricht die Mineralstoffzusammen- 
setzung durchaus der einer normalen Hefe; die drei gepriiften Schwer- 
metall waren nicht oder nur in verschwindender Menge nachzuweisen. 


Auch von dieser Seite her kann also die Leberschidigung der Tiere 
nicht erklirt werden. 


Weiterhin unterzogen wir noch die Frage, ob Cystin eventuell ddffch 
Vitamin C in seiner Schutzwirkung gegen die Organschidigungen ersetzt 
werden kann. Wir dachten dabei an die Méglichkeit, daB das Redoxsystem 
Cystin-Cystein fiir den Schutz verantwortlich zu machen ist und da8 daher 
das Redoxsytem Ascorbinsiure-Dehydroascorbinsaure an seine Stelle tréten 
konne. Es erhielten je 6 junge Tiere im Gewicht von etwa 50g taglich 
1 bzw. 0,1 mg Ascorbinsiure zur Diét 18. Die Tiere starben simtlich bis 
spitestens am 35. Versuchstage, und die Sektionen ergaben in 6 der unter- 
suchten 8 Faille wieder die typischen Leberschidigungen. Ascorbinsaure 
kann also Cystin nicht ersetzen. 


Zusammenfassung 


1. In Wachstumsversuchen an weifen Ratten, in gleicher Weise wie 
friiher durchgefiihrt, wird gezeigt, daB der ebenfalls schon frither beschriebene 
relativ niedrige biologische Wert von Hefeeiwei§ durch Cystinzulagen in 
Hohe von 2°/, des NahrungseiweiBes wesentlich verbessert werden kann. 
Die Wachstumswerte der Brauereihefegruppe wurden durch diese Zulage 
auf die gleiche Hohe wie die einer MilcheiweiBgruppe gebracht. 


i 
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2. An vielen Tieren wurde unter dem Einflu® einer Diit (deren Nah- 
rungseiweif zu 80°/, aus Hefeprotein bestand) eine Stoffwechselstérung 
beobachtet, die zum Tod der Versuchstiere unter schweren Leberschadigun- 
gen und anderen Organstérungen (Nierenschiden) fiihrte. 


3. Durch die unter 1. erwihnte Cystinzulage konnten diese Ernéhrungs- 
schiden verhindert werden. 

4. Auch andere S-arme EiweifBarten, wie Casein und PilzeiweiB, zeigten 
bei Verfiitterung in dem Hefeeiwei8B aiquivalenten Mengen unter sonst gleichen 
Bedingungen dieselben Stoffwechselstorungen. 


5. Ascorbinsiure kann Cystin in seiner Schutzwirkung nicht ersetzen. 





i 
Zur Wirkung von Aminen auf in vitro geziichtete Zellen 
Von 
Hans Lettré und Marianne Albrecht 


(Aus dem Allg. Institut gegen die Geschwulstkrankheiten im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1943) 


Gelegentlich der Untersuchung der Wirkung von /-Phenylathylaminen 
auf in vitro geziichtete Zellen') hatten wir gefunden, daB die meisten Ver- 
treter dieser Stoffklasse in geeigneter Konzentration bei Hiihnerherz- 
fibroblasten eine Vakuolisierung des Zellplasmas hervorrufen (vgl. Fig. 2 
auf Tafel I, H. 271). Diese Bildung der waBrigen Vakuolen haben wir mit 
Ephedrin, Histamin, Hordenin, Mescalin, Suprifen, Sympatol, Tyramin 
und Veritol erhalten. Bei unseren weiteren Untersuchungen, die sich primar 
auf die Priifung einer Mitosegiftwirkung organischer Stoffe erstreckten, 
haben wir nun eine Reihe weiterer Amine auf ihr Verhalten gegen Hiihner- 
herzfibroblasten gepriift und gefunden, da die Vakuolisierung des Zell- 
plasmas ganz allgemein mit Aminen (Ausnahmen vgl. unten) erzielt werden 
kann, also nicht fiir die 6-Phenylathylamine spezifisch ist. 

Der gleiche Effekt lieB sich mit Benzylamin und einigen aliphatischen 
Aminen, die als freie Basen oder als Hydrochloride angewendet wurden, 
erzielen. Untersucht wurden Methylamin, n- und i-Propylamin und n-Butyl- 
amin. In gleicher Weise wirkten Piperidin und Piperazin. In einer friitheren 
Arbeit?) wurde schon angegeben, dai «-(p-Methoxyphenyl)-aithylamin, 
p-Methoxybenzhydrylamin und substituierte «,y-Diphenylpropylamine eine 
Vakuolisierung bewirken. Die Wirksamkeit der aliphatischen Amine legte 
es nahe, auch Ammoniak zu priifen, und tatsichlich lieB sich mit Ammoniak 
und Ammoniumchlorid die gleiche Erscheinung hervorrufen. 





1) H. Lettré u. M. Albrecht, H.271, 200 (1941). 
*) H. Lettré u. H. Fernholz, H. 278, 175 (1943). 
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: Diese Wirksamkeit des Ammoniaks liBt eine Parallele zu einem Ergeb- 
nis von O. Warburg*) méglich erscheinen. O. Warburg brachte mit 
Neutralrot gefarbte Seeigeleier in eine mit Natronlauge alkalisch gemachte 
Salzlésung. Die durch die saure Reaktion rot gefarbten Hier zeigten auch 
nach Stunden (solange sie iiberhaupt beobachtet wurden) keinen Farb- 
umschlag. Wurde jedoch eine mit Ammoniak alkalisch gemachte Lésung 
verwendet, so war innerhalb 1 Minute ein Farbumschlag festzustellen, d. h. 
das Ammoniak dringt auBerordentlich rasch in die Zelle ein. Danach wire 
die Bildung der Zellvakuolen in unseren Versuchen wahrscheinlich so zu 
deuten, da Ammoniak und die anderen Amine leicht in die Zelle eindringen 
und sich dort anreichern, Die Bildung der wiBrigen Vakuolen stellt eine 
kompensatorische Reaktion der lebenden Zelle dar, mit der sie die ein- 
gedrungenen Amine zu verdiinnen sucht. Neutralrot wird in den Vakuolen 
rotorange gefarbt, so daB médglicherweise auch eine Salzbildung stattfindet. 
Kine weitere Parallele kénnte in der hiaimolytischen Wirkung von 
Ammoniak und Aminen zu sehen sein, die auch durch ein erhéhtes Ein- 
dringungsvermégen dieser Stoffe erklirt werden kénnte. Die Salze von 
Aminen zeigen eine schwichere himolytische Wirkung als die freien Basen, 
wihrend sie in der Gewebekultur wie die freien Basen wirksam sind. Dieser 
Unterschied ist jedoch nur scheinbar, denn in dem sschwach alkalischen 
Medium der Gewebekulturen werden die Basen aus den Salzen in Freiheit 
gesetzt, wihrend im Hamolyseversuch bei Verwendung gewaschener Ery- 
throcyten diese Moglichkeit nicht besteht. Fiihner und Neubauer?) 
fanden eine Abhingigkeit der himolytischen Wirkung von der Basizitit 
der Amine, wonach die stirkeren Basen auch eine stiirkere hiimolytische 
Wirkung haben. Das gleiche gilt auch fiir die vakuolisierende Wirkung in 
unserem Testobjekt: schwache Basen wie Anilin, Pyridin, Chinolin und Iso- 
chinolin zeigen keing Wirkung. Ebenso sind aliphatische und aromatische 
Aminoséiuren wirkungslos. | 
' Cholin, Acetylcholin und Aneurin lieBen ebenfalls keine Wirkung er- 
kennen. Die Priifung von Tetramethyl- und Tetraithylammoniumjodid 
ergab auch keine Wirksamkeit, so daB offenbar quartére Ammoniumverbin- 
dungen keine vakuolisierende Wirkung besitzen. Cholin kann man in der 
auBerordentlich hohen Dosis von 1,6 mg/ccm der Kultur zusetzen, ohne 
iiberhaupt einen Effekt auf die Zelle zu beobachten. Quartiire Ammonium- 
verbindungen vom Charakter der Invertseifen hingegen schidigen das Zell- 
wachstum stark, was durch den kapillaraktiven Charakter der Stoffe bedingt 
sein diirfte. Als Vertreter von Invertseifen*) wurde z. B. N-Triithyldodecyl- 
ammoniumbromid gepriift, das mit 15 y/cem keine deutliche Wirkung aus- 
iibt, mit 40 y/ecm aber das Wachstum vollig unterbindet, so wie Triphenyl- 
tetrazoliumchlorid mit 40 y/ecm auch eine starke Wachstumshemmung zeigt. 





8) O. Warburg, H. 66, 313 (1910). Vgl. auch A. Oerstrém, H. 271, 1 (1941). 

4) Fihner u. Neubauer, Arch. exper. Path. 56, 333 (1907). Vel. auch 
H. Albers u. Mitarb., Biochem. Z. 314, 186 (1943). : 

*) Proben von Invertseifen wurden uns. liebenswirdigerweise von Herrn 
O. Westphal-Géttingen und Herrn D. Jerchel-Heidelberg itberlassen. 
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Bei der Ziichtung von Hiihnerherzfibroblasten kann man beobachten, 
da8 gelegentlich schon in den ,,normalen“ Kulturen vakuolisierte Zellen aut- 
treten, wie man sie durch den Zusatz von Ammoniak oder Aminen planmabig 
erzeugen kann. Nach den beschriebenen Ergebnissen erscheint es denkbar, 
da8 die zur Ziichtung verwendeten Medien: Serum, Plasma und Embryonal- 
extrakt zeitweilig eine Menge von Ammoniak oder Aminen enthalten, die zur 
Bildung von Zellvakuolen ausreichend ist. Besonders haufig ist die Er- 
scheinung, wenn man die Kulturen statt bei 37° bei Raumtemperatur auf- 
hebt. Bei 20° ist das Wachstum der Kulturen (in kurzen Zeiten reversibel) 
gehemmt, und es ist denkbar, da bei den niedrigen Temperaturen und 
fehlendem Verbrauch von Ammoniak fiir synthetische Vorgiinge eine endo- 
gene Ammoniakanreicherung zustande kommt, der sich die Vakuolenbildung 
anschlieBt. 

Aus den beschriebenen Versuchen ergibt sich, daSZ Ammoniak und 
stiirkere organische Basen oder deren Salze beim Zusatz zu Gewebekulturen 
von Hiihnerherzfibroblasten eine Bildung von waBrigen Vakuolen bedingen. 
Ks ist verstindlich, da8 eine groSe Zahl von Alkaloiden die gleiche Er- 
scheinung hervorrufen; hieriiber wird gesondert berichtet. Schwache Basen 
und amphotere Stoffe zeigen die Erscheinung nicht. Quartire Ammonium- 
verbindungen sind ebenfalls ohne Wirkung, solche vom Typ der Invertseifen 
hemmen durch ihre Kapillaraktivitit das Wachstum stark. Bei Aminen, 
die eine besondere Zellwirkung besitzen, ist die Vakuolisierung gegeniiber 
den spezifischen Effekten nicht zu beobachten: so lat sich z. "B. bei dem 
a-Phenyl- -p- -(p-methoxyphenyl)-ithylamin durch die Mitosegiftwirkung des 
Stoffes eine mégliche Vakuolisierung nicht feststellen. 























_ Vakuolisierung Dosis Keine Vakuolisierung Dosis 
durch Stoff y/com durch Stoff y/com 
ps ie a Se 6d ag oe ee 150, 60 
Ammoniumchlorid ... . Sey ts te eee 100, 50 
Methylamin-HCl ..... 30 ar ee 100, 50 
n-Propylamin-HCl ... . 60 ee ar _ 100, 50 
Isopropylamin...... 60 Anthranilsiuremethy iester | 125, 25 
n-Butylamin-HCi ... . 80 o-Aminobenzoesiure . . 110 
Benzylamin . . es 80 m-Aminobenzoeséure . . 150 
g-Phenylathyiainixe ). =a p-Aminobenzoeséure. . . 120 
ae cia} RPE Sere ee 250, 50 
aS Geta aaa Cae Dioxyphenylalanin pets 160 
| pS” Vee ae ee arr 500, 50 
*) 6 ohne Wirkung Cholinchlorid ... . . | 1600, 160 
**)-10 ohne Wirkung Acetylcholin ...... 650 
***) 35 ohné Wirkung ee ee 35 
3 Tetramethyl-ammonium- 
SR ek oS ee ee 100, 50 
Tetraathyl-ammonium- 
en sly 6 6- 130, 65 























































An unsere Mitarbeiter! 





Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut lesbarer, 
moglichst Maschinen-Schrift, gehaiten sind. Nachtrdgliche Anderungen verursachen 

— wesentliche Kosten, die -steh—wertempemai—acfdic Preisgestalitung der Zeitschrift. 
mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern berechnet werden 
sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermdglichen auch der Schriftleitung 
eine raschere Priifung als schwer leserliche und kinnen infolgedessen schneller 
zum Druck gelangen. 





Anschrift ftir Sendungen: 


Professor Dr. A. Butenandt, Berlin-Dahtem, 
Kaiser-Withelm-Institut fiir Biochemie, 
Thieltaliee 69-73 oder 

Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, 
Physiologisch-chem. institut, Gmelinstr. 8 oder 

Professor Dr. K. Thomas, Leipzig C 1, 
Phystologisch-chem. Institut, Liebigstrafe 16. 























Fir die nichsten Hefte es Arbeiten eingegangen von: 


P. Holtz und Karl Credner 2): Chr. Reichel; Georg-Otto. Schlitz; Johannes. 
Dobberstein und Andreas Hock; Ernst Schaaf; Hans Lettré; H. Erxleben und 
H. Herken; K. A. Jensen und Kai Sehmith. : EF rene 





Die Firsti. Jablonowskische Gesellschaft der Wissenschaften stellt folgende 
| = Preisaufgabe: ,,.Die Chemie de; Proteine” 


Gewiinscht wird eine nicht zu lange kritische Zusammenfassung der heutigen Kenntnisse auf 
dem Gebiet der Chemie der Proteine. 
Die Bewerbdungsschriften sind ohne Namensangabe bis zum 31. Dezember 1945 einzureichen 
nebst einem versiegelten Umschlag, der auf der AuBenseite das Kennwort der Arbeit tragt und 
inwendig Namen und Anschrift des Verfassers angibt. Die Einsendungen sind an den Archivar 
der Fiirstl. Jablonowskischen Gesellschaft der Wissenschaften, Universitatsbibliothek, Leipzig C1, 
BeethovenstraBe 6, zu richten. Die Ergebnisse der Priifung der eingegangenen Schriften werden 
im Marz 1946 bekanntgemacht. Als Preis ist ausgesetzt: Preis 500.— RM. Die gekrénten Be- 
werbungsschriften werden Eigentum der Gesellschaft, fiir die Drucklegung sorgt die Gesellschaft. 


Der Termin fiir die Ablieferung der im Jahr 1939 gestellten Prejsaufgabe ist bis zum 31. Dez. 
1944 verlangert worden. Diese Preisaufgabe hat folgenden Wortlaut: , Welchen EinfluB hat die 
teilweise oder vollstandige Molektilsymmetrie auf die Entstehung, die Stabilitdt und die Eigen- 
schaften chemischer Verbindungen?‘‘ (Bedingungen und Preis siehe oben.) 





Journal fiir makromolekulare Chemie 


Z Das Journal fiir praktische Chemie, gegriindet 1828, wird vom nachgter Band an in seine 

sy dritte Reihe eintreten.. Di¢ Zeitschrift steht in Zukunft, dem obigen Titet entsprechend, aus- 
schlieBlich im Dienste der makromolekuiaren Chemie und” wird Arbeiten aus dem Gesamt- 
gebiet der Kunststoffe zur Férderung wissenschaftlichen Forschens’ und technischen Gestaltens 
veroffentlichen. Der Herausgeber H. Staudinger-Freiburg’Br. wird unterstiitzt durch R. Brill- 
Darmstadt, E. Eisenhut-Heidelberg, H.v. Euler-Stockholm, F. A. Henglein-Karlsruhe/B., 
R. Houwink-Delft, W. Hiickel-Breslau, E. Jenckel-Aachen, O. Kratky-Berlin, E. Milier-Frank- 
furt/M., B. Rassow-Leipzig, W. Réhrs-Berlin, G.V. Schulz-Rostock, E. Waldschmidt-Leitz-Prag, 
K. Ziegler-HallesSaale. Umfang, Erscheinungsweise und Preis bleiben unverandert. 
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